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POVZETEK 
Liofilizacija je tehnološki proces, ki se v farmaciji pogosto uporablja pri proizvodnji 
bioloških zdravil s proteinsko učinkovino. Omogoča nam sušenje termolabilnih snovi z 
namenom izboljšanja njihove stabilnosti in olajšanega rokovanja z njimi. Pri procesu 
liofilizacije material najprej zamrznemo, nato pa sledi primarno sušenje, med katerim pri 
znižanem tlaku odstranimo zamrznjeno vodo s sublimacijo. Za tem med sekundarnim 
sušenjem odstranimo še preostalo vodo z desorpcijo. Pri liofilizaciji uporabljamo različne 
pomožne snovi s katerimi stabiliziramo protein ter polnila za zagotovljanje ustreznega 
videza in lastnosti liofilizata. Eno najpogosteje uporabljenih polnil je manitol. 
Manitol med liofilizacijo kristalizira. Obstaja lahko v več polimorfnih oblikah, med 
katerimi je tudi psevdopolimorf manitol hemihidrat (MHH). Gre za metastabilno obliko in 
če je le-ta prisotna v končnem produktu, lahko pride do sprostitve vezane vode, kar lahko 
vpliva na kakovost izdelka. Namen magistrskega dela je bil proučiti vplive procesnih 
pogojev in sestave formulacije na kristalizacijo manitola, predvsem na tvorbo MHH. 
Izvedli smo osem liofilizacijskih ciklov, v katerih smo spreminjali temperaturo posamezne 
faze procesa. Formulacije, ki smo jih uporabili, so poleg proteina vsebovale manitol v 
različnih kombinacijah s saharozo. Z uporabo rentgenske praškovne difrakcije in termične 
analize smo določili prisotnost polimorfov manitola v dobljenih liofilizatih. S tem smo 
ocenili vplive na kristalizacijo manitola in posledično tudi na lastnosti končnega produkta. 
Te smo dodatno ovrednotili še z drugimi metodami, kot so merjenje rekonstitucijskega 
časa, določanje specifične površine z BET analizo, vsebnosti vode s KF metodo in 
določanje morfoloških značilnosti s SEM. 
Ugotovili smo, da manitol med liofilizacijo v prisotnosti proteina kristalizira predvsem kot 
δ oblika, pa tudi kot manitol hemihidrat. Največ MHH nastane predvsem pri nižjih deležih 
manitola, kjer imamo v vzorcu večji delež amorfnih komponent. Vpliv proteina na 
kristalizacijo manitola je bolj kompleksen, saj do neke mere zavira kristalizacijo 
hemihidrata in favorizira kristalizacijo δ oblike, pri višjih koncentracijah proteina pa lahko 
zaznamo porast MHH. Ugotovili smo, da manitol ob odsotnosti temperiranja kristalizira 
kot δ oblika, pri višji temperaturi temperiranja (-8 °C) pa nastane manj MHH, kot pri -20 
°C. Temperatura primarnega sušenja na kristalizacijo manitola ni imela bistvenega vpliva. 
Hemihidrat, ki nastane med procesom, lahko odstranimo z višjo temperaturo med 
sekundarnim sušenjem (45 °C). 
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ABSTRACT 
Lyophilization, also known as freeze-drying, is a technological procedure, commonly used 
in the production of biopharmaceuticals for drying of formulations with thermo-labile 
protein substances to improve stability of the final product. The procedure consists of three 
phases: freezing, primary drying and secondary drying. In primary drying, frozen water is 
removed by sublimation, while in secondary drying, residual non-frozen water is removed 
by desorption. Freeze-drying of proteins demands the use of different excipients that 
stabilize the protein and bulking agents that ensure the elegant appearance of the 
lyophilized cake. One of the most commonly used bulking agents is mannitol. 
Mannitol can crystallize into different polymorphs during the freeze-drying process and 
one of those is metastable mannitol hemihydrate (MHH). Emergence of MHH can reduce 
the stability of the product due to the spontaneous liberation of water bonded in its 
structure. Because of that, we want to avoid its presence in the final product. The aim of 
this thesis was to study the impact of process conditions and formulation composition on 
mannitol crystallization during lyophilization, especially on the emergence of MHH. 
We used five different formulations that all contained protein and mixture of mannitol and 
sucrose and performed eight cycles that differed from each other in temperature during 
annealing, primary drying and secondary drying phase. The mannitol polymorphs in 
lyophilizates were studied using X-ray powder diffraction and thermal analysis. 
Additionally, we performed different analyses to determine the quality of the cake, 
including measuring of reconstitution time, residual water content with Karl-Fischer 
method, BET analysis and scanning electron microscopy. 
The obtained results showed that during freeze-drying mannitol crystalized mainly as δ 
form and also as MHH. Quantity of MHH was highest in samples which contained lower 
fraction of mannitol and highest fraction of amorphous components. Protein had a complex 
impact on mannitol crystallization: in low concentration, it inhibited crystallization of 
MHH and crystallization of δ form was favored, while at high concentration of protein, an 
increase in MHH content was observed. Less hemihydrate emerged during annealing at -8 
°C compared to standard cycle with annealing at -20 °C. Absence of the annealing step 
resulted in crystallization of δ polymorph. Temperature of the primary drying phase did not 
have significant impact on mannitol crystallization. We were also able to reduce the 
hemihydrate content with higher temperature during secondary drying (45 °C). 
VI 
 
KLJUČNE BESEDE 
liofilizacija, proteinska učinkovina, formulacije z manitolom in saharozo, kristalizacija 
manitola, manitol hemihidrat 
 
KEYWORDS 
freeze-drying, protein substance, mannitol-sucrose formulations, crystallization of 
mannitol, mannitol hemihydrate 
  
VII 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 A  temperiranje vzorca (ang. Annealing); npr. cikel brez A 
 BET  Brunauer-Emmett-Teller metoda za določanje specifične površine  
 DSC diferenčna dinamična kalorimetrija (ang. Differential Scanning Calorimetry) 
 KF  Karl-Fischer metoda za določanje vsebnosti rezidualne vode 
 LAF  laminarni pretok zraka (ang. Laminar Air Flow); LAF komora 
 MHH manitol hemihidrat 
 M:S  razmerje med manitolom in saharozo v formulaciji 
 PD  primarno sušenje (ang. Primary Drying) 
 PS 80 polisorbat 80 
 SEM vrstična elektronska mikroskopija (ang. Scanning Electron Microscopy) 
 SD  sekundarno sušenje (ang. Secondary Drying) 
 TA  temperatura polic med temperiranjem vzorca 
 Tc  temperatura kolapsa pogače 
 Teu  temperatura evtektične zmesi 
 Tg  temperatura steklastega prehoda 
 Tg'  temperatura steklastega prehoda maksimalno koncentrirane raztopine 
 Tp  temperatura produkta 
 TPD  temperatura polic med primarnim sušenjem 
 trec  čas rekonstitucije 
 tS  čas sublimacije 
 TSD  temperatura polic med sekundarnim sušenjem 
 XRD rentgenska praškovna difrakcija (ang. X-ray Diffraction) 
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1. UVOD 
1.1. Liofilizacija proteinov 
Razvoj tehnologije rekombinantne DNA v 70. letih predstavlja začetek novega področja v 
farmaciji. Leta 1982 je FDA prvič odobrila uporabo rekombinantnega proteina - humanega 
inzulina, do danes pa so biološka zdravila korenito spremenila zdravljenje številnih 
avtoimunskih bolezni, različnih rakavih obolenj, presnovnih motenj, itd. Biološka zdravila 
imajo veliko prednosti z vidika učinkovitosti in varnosti, vendar njihova proizvodnja 
predstavlja številne izzive, posledično pa tudi visoke stroške (1).  
Pri proteinskih zdravilnih učinkovinah gre za velike in kompleksne molekule (npr. 
monoklonska protitelesa), ki so namenjene za parenteralno uporabo, zato se običajno 
nahajajo v obliki vodne raztopine. Proteini so v primerjavi z manjšimi molekulami še bolj 
dovzetni za kemijske in fizikalne spremembe, kot so hidroliza, oksidacija, denaturacija, 
agregacija, itd. Kljub temu, da poznamo številne načine za stabilizacijo proteinov v 
raztopinah, je v nekaterih primerih nemogoče zagotoviti zadostno stabilnost, če pa jo že, 
sta shranjevanje in transport takih raztopin zelo zahtevna zaradi vzdrževanja hladne verige. 
Zaradi tega se proizvajalci pogosto odločijo za liofilizacijo, s pomočjo katere raztopino s 
proteinom in ustreznimi pomožnimi snovmi posušijo in jo tako pretvorijo v stabilen 
produkt (2,3).  
Liofilizacija oziroma sušenje z zamrzovanjem je tehnološki proces, pri katerem raztopino 
najprej zamrznemo, nato pa vodo odstranimo s pomočjo sublimacije. To nam omogoča 
sušenje pri nizkih temperaturah, kar je pri termolabilnih materialih, kot so proteini, zelo 
pomembno, če želimo, da obdržijo ustrezne lastnosti in strukturo. Z odstranitvijo vode in 
imobilizacijo materiala zavremo razgradne reakcije in rast mikroorganizmov, ter na ta 
način znatno podaljšamo rok uporabe izdelka. Suh produkt je tudi manj občutljiv na 
temperaturni in mehanski stres, kar nam omogoča lažje rokovanje z njim med 
shranjevanjem in transportom. Prednost liofilizacije je tudi v tem, da ima produkt zelo 
porozno strukturo in ga lahko z dodatkom vode pred uporabo hitro rekonstituiramo (3–5). 
Žal je liofilizacija časovno in energijsko izjemno potraten postopek, ki lahko traja več dni. 
Vendar pa ga z dobrim poznavanjem samega procesa in ustrezno izbiro pomožnih snovi 
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lahko optimiziramo ter stroške znatno zmanjšamo, hkrati pa ohranimo visoko kakovost 
končnega izdelka (4). 
1.1.1. Pomožne snovi 
Stabilizatorji 
Zamrzovanje in sušenje lahko povzročita denaturacijo proteinov, zato je pri liofilizaciji 
potrebna uporaba stabilizatorjev. Kot stabilizatorje najpogosteje uporabljamo različne 
sladkorje, predvsem disaharide, kot sta npr. saharoza in trehaloza. Le-ti delujejo tako 
krioprotektivno (ščitijo proteine med zamrzovanjem) kot tudi lioprotektivno (ščitijo 
proteine med sušenjem). Poznamo dve glavni razlagi mehanizma stabilizacije. Prva je 
tvorba specifičnih interakcij s proteinom preko vodikovih vezi. Molekule stabilizatorja 
nadomestijo molekule vode, ki obdajajo protein in na ta način prevzamejo termodinamsko 
stabilizacijsko funkcijo, da protein ohrani svojo originalno konformacijo. Drugi 
mehanizem je stabilizacija z nastankom amorfnega stekla, ki deluje kot rigidni matriks, v 
katerem je ujeta molekula proteina, kar preprečuje njeno razvijanje. Stabilizator je lahko v 
obeh primerih učinkovit le, če se nahaja v amorfnem stanju (5,6). 
K boljši stabilnosti proteinov prispevajo tudi površinsko aktivne snovi, npr. polisorbati. Z 
zmanjšanjem površinske napetosti preprečujejo agregacijo in adsoprcijo proteinov na stene 
vsebnika. V formulacijah uporabljamo tudi pufre, saj so proteini občutljivi na spremembe 
pH, včasih pa še razne soli za uravnavanje toničnosti (5,7). 
Polnila 
Polnila v formulacijah zagotavljajo ustrezen videz in lastnosti farmacevtskega produkta. Za 
razliko od stabilizatorjev je pri polnilih kristalizacija zaželena. Kristalizirano polnilo 
namreč izboljša mehansko trdnost pogače in preprečuje pojav kolapsa, kar nam omogoča 
hitrejše sušenje pod agresivnejšimi pogoji. Zaradi tega je pri načrtovanju formulacij s 
proteinom smiselna uporaba kombinacije amorfnega stabilizatorja in kristalizirajočega 
polnila. Kot polnila lahko uporabljamo razne poliole, aminokisline in druge snovi, ki med 
liofilizacijo kristalizirajo. Dva izmed najpogosteje uporabljenih polnil sta glicin in manitol 
(4,8). 
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1.2. Opis procesa liofilizacije 
Postopek liofilizacije je sestavljen iz treh korakov: faze zamrzovanja, faze primarnega 
sušenja in faze sekundarnega sušenja Med fazo zamrzovanja in primarnega sušenja lahko 
vključimo še dodatni korak temperiranja vzorca (ang. annealing) (Slika 1). V osnovi gre za 
to, da material najprej globoko zamrznemo, pri čemer se voda izloči v obliki ledu, nato pa 
pri znižanem tlaku to vodo odstranimo s sublimacijo. Na koncu s pomočjo desorpcije 
odstranimo še preostalo vodo, ki ni zamrznila, ker je ostala absorbirana na površini trdnih 
snovi. (9). 
 
Slika 1: Shematski prikaz faz liofilizacijskega cikla (rdeča polna črta predstavlja 
temperaturo polic, modra prekinjena črta pa tlak). 1 – faza zamrzovanja, 2 – faza 
temperiranja, 3 – faza primarnega sušenja, 4 – faza sekundarnega sušenja. 
1.2.1. Faza zamrzovanja 
Zamrzovanje je pri liofilizaciji ključnega pomena. Potek zamrzovanja vpliva na 
morfologijo nastalih kristalov ledu in na kristalizacijo ostalih komponent, kar neposredno 
vpliva na hitrost sušenja in kakovost produkta.  
Pri zamrzovanju pride najprej do podhladitve raztopine, to pomeni, da je temperatura 
raztopine nižja od ravnotežne temperature tališča. Sledi nastanek nukleacijskih jeder in 
začetek kristalizacije vode v obliki ledu. V farmacevtskih raztopinah pride do heterogene 
nukleacije, pri kateri se voda v slojih adsorbira na neko snov – lahko na stene viale, na 
površino večjih molekul (npr. proteinov) ali pa na morebitne trdne delce prisotne v 
 
4 
 
raztopini. Pri tem nastanejo skupki oziroma »klastri« in ko so le-ti dovolj veliki, se sproži 
kristalizacija. Sprva rast kristalov poteče zelo hitro. Ker gre za eksotermni proces, se 
temperatura produkta naglo dvigne proti ravnotežni točki tališča. Ob nadaljnjem ohlajanju 
kristalizira še preostala voda in ko se kristalizacija zaključi, začne temperatura spet hitro 
padati (Slika 2) (10). 
 
Slika 2: Temperaturni profil zamrzovanja vode s hitrostjo 1 °C/min; A-podhlajevanje; B-
nastanek nukleacijskih jeder in začetek kristalizacije; C- del vode takoj kristalizira, pri 
čemer naglo naraste temperatura; D-konec kristalizacije; E-padec temperature produkta. 
Od stopnje podhladitve je odvisno število nukleacijskih jeder, hitrost kristalizacije in tudi 
morfologija kristalov. Pri večji podhladitvi pride do nastanka več nukleacijskih jeder, 
posledično pa dobimo več manjših kristalov ledu. Hitrost ohlajanja ne vpliva le na stopnjo 
podhladitve ampak tudi na njen obseg. Pri počasnem ohlajanju pride do enakomerne 
podhladitve raztopine, kar vodi v rast manjšega števila večjih kristalov. Večji kristali ledu 
tvorijo po sublimaciji večje pore, kar pomeni manjši upor med sublimacijo ter hitrejše in 
bolj učinkovito primarno sušenje (10). 
Zamrzovanje predstavlja glavni dehidracijski proces, saj se molekule vode v obliki ledu 
ločijo od ostalih komponent. Pri tem prihaja do velikega koncentriranja topljencev v 
preostanku vode vse do kritične koncentracije pri temperaturi taljenja evtektične zmesi 
(Teu), ki predstavlja najnižjo temperaturo, pri kateri se raztopina nahaja v tekoči obliki. 
Pod to temperaturo lahko nekateri topljenci kristalizirajo. Tak primer je manitol. V praksi 
imamo v raztopini več kot eno komponento in celoten postopek kristalizacije je veliko 
kompleksnejši, saj medsebojni vplivi preprečujejo kristalizacijo topljenca pri Teu. Če 
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topljenec ne kristalizira takoj, se koncentriranje nadaljuje, pri čemer govorimo o 
supersaturaciji raztopine. V primeru, da tudi pri nadaljnjem ohlajanju pod Teu topljenec ne 
kristalizira ali pa le delno kristalizira, bo zaradi zamrzovanja vode preostala raztopina 
postajala bolj in bolj viskozna, dokler se pri določeni temperaturi ne zgodi, da visoka 
viskoznost popolnoma zavre kristalizacijo. Takrat se ustavi tudi zamrzovanje vode in pri 
temperaturi steklastega prehoda (Tg') pride do vitrifikacije oz. prehoda maksimalno 
koncentrirane raztopine v rigidno steklasto strukturo (slika 3). Primer komponente, ki med 
zamrzovanjem nikoli ne kristalizira, je saharoza. Tg' formulacije s saharozo je običajno 
okrog -30 °C in je odvisna od deleža saharoze ter ostalih komponent (10). 
 
Slika 3: Shema ohlajanja raztopine na diagramu stanj. Modre puščice ponazarjajo ohlajanje 
in koncentriranje raztopine med zamrzovanjem vode. Zelene in rdeče puščice pa  
predstavljajo dve alternativni možnosti ob ohlajanju pod Teu. 
Po zamrzovanju imamo tako v produktu večje kristale ledu, v prostoru med njimi pa se 
nahaja mešanica manjših kristalov topljenca in ledu, če topljenec kristalizira ali pa trdna 
raztopina z nezmrznjeno amorfno vodo v primeru vitrifikacije. V praksi gre najpogosteje 
za kombinacijo obojega (10). 
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1.2.2. Temperiranje vzorca 
Pri hitrem ohlajanju se lahko zgodi, da določena kristalna komponenta ne uspe popolnoma 
kristalizirati preden temperatura doseže Tg' in tako ostane v amorfni obliki ujeta v rigidni 
steklasti strukturi. Taka meta-stabilna struktura je lahko podvržena kasnejši kristalizaciji 
komponente ob povišani temperaturi, kar predstavlja osnovo za temperiranje vzorca. Med 
temperiranjem oz. annealingom povišamo temperaturo polic nad Tg' (vendar še vedno pod 
Teu) in vzorec nekaj časa vzdržujemo na tej temperaturi. Namen tega je, da kristalne 
komponente v tej fazi do konca kristalizirajo in da dobimo bolj homogen produkt (10). 
Z zvišanjem temperature nad Tg' se nekaj vode sprosti iz kristalne strukture ledu, kar 
zmanjša viskoznost raztopine in poveča mobilnost molekul. To omogoči preureditev 
molekul topljenca iz prej amorfne v kristalno strukturo. Pride tudi do pojava imenovanega 
Ostwaldova rast, ko na račun manjših rastejo večji kristali. Na ta način se velikost kristalov 
ledu v produktu zveča in bolj poenoti (10). 
1.2.3. Faza primarnega sušenja 
Namen primarnega sušenja je odstraniti zamrznjeno vodo s pomočjo sublimacije. 
Sublimacija je prehod iz trdnega direktno v plinasto agregatno stanje, ki se zgodi pod 
trojno točko vode (6,117 mbar in 0,001 °C). Primarno sušenje torej poteka pri znižanem 
tlaku, energijo potrebno za sublimacijo pa dovedemo s segrevanjem polic (9).  
 
Slika 4: Shematski prikaz poteka primarnega sušenja in načinov prenosa toplote na vialo. 
Prenos toplote na vialo poteka na tri načine: s konvekcijo, kondukcijo in radiacijo (Slika 
4). Dovedena energija se sproti porablja za sublimacijo, zato je temperatura produkta (Tp) 
veliko nižja od temperature polic in je odvisna predvsem od toplotnega toka. Večji kot je 
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toplotni tok, višja bo Tp. Ker je dno viale vbočeno, je konvekcija glavni način prenosa 
toplote in le-ta je boljša pri višjem tlaku. Toplotni tok je torej odvisen predvsem od tlaka v 
komori in od materiala. V bližini sten liofilizatorja ima velik vpliv tudi radiacija, zato je 
tam toplotni tok najvišji (5,9). 
Sublimacija poteka na sublimacijski fronti in se začne na vrhu pogače ter poteka proti dnu 
viale. Med tem vodna para potuje navzgor skozi pore že posušenega materiala iz viale in se 
iz prostora odstranjuje s pomočjo kondenzatorja. 
Gonilna sila sublimacije je razlika v parnem tlaku ledu na sublimacijski fronti in 
parcialnem tlaku vodne pare v prostoru. Parni tlak ledu se povečuje z višanjem temperature 
produkta. Hitrost sušenja pa je odvisna tudi od upora pri prenosu vodne pare, kot prikazuje 
enačba 1: 
𝑣 =
𝐴𝑝(𝑃𝑝− 𝑃𝑜)
𝑅𝑝
    Enačba 1  
v kateri je v hitrost sublimacije, Ap je površina preseka viale, Pp je parni tlak ledu na 
sublimacijski fronti, P0 je parcialni tlak vodne pare v komori, Rp pa je upor suhega 
materiala (5). 
Na upor suhega materiala vpliva velikost por, in sicer manjše kot so pore, večji je upor in 
manjša je hitrost sublimacije. Pri večjem uporu je običajno višja tudi temperatura produkta 
med primarnim sušenjem. Velikost por je odvisna od velikosti kristalov ledu in zaradi tega 
lahko na hitrost sušenja vplivamo z izbiro materiala ter s spreminjanjem pogojev med fazo 
zamrzovanja in temperiranjem (10). 
Parametra, ki ju lahko prilagajamo med primarnim sušenjem, sta tlak in temperatura polic. 
Ker je ta faza časovno in energijsko najbolj potraten del celotne liofilizacije, ga želimo 
skrajšati, zato je smiselno da primarno sušenje izvajamo pri čim višjem možnem tlaku in 
temperaturi. Pri tem moramo paziti, da ne pride do kolapsa pogače (Slika 5). To se zgodi, 
ko temperatura produkta med sušenjem preseže kritično temperaturo, pri kateri zaradi 
taljenja oziroma kolapsa pogača izgubi svojo strukturo. To temperaturo imenujemo 
temperatura kolapsa (Tc) in se običajno nahaja nekaj stopinj nad Tg'. V splošnem velja 
pravilo, da naj Tp med primarnim sušenjem ne preseže Tg'. V primeru saharoze se Tg' 
nahaja pri precej nizki temperaturi (okrog -30 °C). Če imamo v vzorcih prisotno kristalno 
komponento, kot je manitol, pa jih lahko sušimo pri višjih Tp. Študije so pokazale, da 
lahko take formulacije sušimo tudi nad Tg', ne da bi pri tem prišlo do popolnega kolapsa. 
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V tem primeru pride le do tako imenovanega mikrokolapsa, ko amorfna faza kolabira na 
kristaliziranem ogrodju. Kristalne komponente se namreč talijo šele nad Teu, ki je običajno 
precej višja (8,10,11). 
  
Slika 5: Primer ustreznega produkta (a) ter delnega (b) in popolnega kolapsa (c). 
Konec primarnega sušenja je, ko se sublimacija zamrznjene vode zaključi. Takrat se 
temperatura produkta začne dvigovati proti temperaturi police. Pri načrtovanju cikla 
moramo k temu času prišteti še nekaj dodatnih ur, da zagotovimo res popolno sublimacijo 
(5). 
1.2.4. Faza sekundarnega sušenja 
Med primarnim sušenjem se odstrani prosta voda v obliki ledu, vendar se v produktu še 
vedno nahaja veliko rezidualne vode, ki je s sublimacijo ni mogoče odstraniti. Namen 
sekundarnega sušenja je z desorpcijo odstraniti nezamrznjeno vodo. Ta se nahaja predvsem 
v steklasti strukturi amorfnega materiala ali pa je vezana v hidrate. Med sekundarnim 
sušenjem moramo dovesti še več energije, zato je temperatura polic še višja, tlak pa je po 
navadi nižji kot med primarnim sušenjem (9). 
Za razliko od primarnega sušenja sekundarno sušenje bolj učinkovito poteka pri materialu 
z velikim številom manjših por. Razlog za to je večja specifična površina in manjša 
debelina matriksa skozi katerega mora voda difundirati na površje (10). 
Temperatura produkta med sekundarnim sušenjem je bistveno višja kot med primarnim in 
se hitreje približa temperaturi polic. Tudi v tej fazi je možen pojav kolapsa, sploh na 
začetku, če je prisotne še veliko rezidualne vode. Voda namreč v amorfni strukturi deluje 
kot plastifikator, kar pomeni, da več kot bo v vzorcu rezidualne vode, nižji bo Tg materiala 
(9). 
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1.3. Manitol 
1.3.1. Fizikalno-kemijske lastnosti manitola 
Manitol je aciklični sladkorni alkohol s kemijsko formulo C6H14O6 (Slika 6) in molekulsko 
maso 182,172 g/mol. Je v obliki belega prahu, brez vonja in s sladkim okusom. Pogosto ga 
najdemo kot sladilo v prehrambenih izdelkih. Deluje tudi kot osmotski diuretik in se v ta 
namen v obliki infuzije uporablja kot zdravilo za različna bolezenska stanja, npr. akutno 
ledvično odpoved, glavkom, možganski edem, zastrupitve, peroralno pa včasih tudi kot 
osmotsko odvajalo (12,13). 
 
Slika 6: Kemijska struktura D-manitola. 
Manitol lahko tvori šest donorskih in šest akceptorskih vodikovih vezi. Ima štiri kiralne 
centre. Njegov izomer je sorbitol s katerim se razlikuje le po usmerjenosti OH skupine na 
drugem C atomu. Manitol ima relativno visoko tališče, in sicer okrog 166 °C. Njegova 
topnost v vodi pri 25 °C je 216,0 g/L (12). 
V farmacevtski industriji se manitol zaradi svojih lastnosti pogosto uporablja kot pomožna 
snov predvsem pri proizvodnji trdnih farmacevtskih oblik. Odlikuje ga nizka 
higroskopnost, zaradi česar je primeren za uporabo pri učinkovinah, ki so občutljive na 
vlago. Poleg tega je eno najpogosteje uporabljenih pomožnih snovi v liofilizatih s proteini. 
Amorfen manitol lahko služi kot stabilizator proteina, vendar pa pogosteje med procesom 
liofilizacije kristalizira in se zaradi tega uporablja predvsem kot polnilo. Temperatura 
taljenja evtektične zmesi manitola in vode je relativno visoka (-1,5 °C), zato kristalen 
manitol tvori stabilno ogrodje, ki preprečuje kolaps pogače med sušenjem tudi pri 
agresivnejših pogojih. To pomeni, da imajo formulacije z dodanim manitolom v primerjavi 
s formulacijami s samo saharozo izrazito višjo temperaturo kolapsa, in jih zato lahko 
sušimo pri precej višjih temperaturah produkta (tudi do -10 °C), kar nam omogoča 
skrajšanje primarnega sušenja in posledično zmanjšanje stroškov procesa (8,14). 
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1.3.2. Polimorfizem 
Snovi se v trdnem agregatnem stanju lahko nahajajo v dveh oblikah: amorfni ali kristalni. 
Glavna razlika med njima je, da so molekule v kristalni strukturi periodično urejene, v 
amorfni strukturi pa bolj naključno razporejene – podobno kot v tekočini, le da niso prosto 
gibljive. Amorfi so zaradi manjše urejenosti termodinamsko manj stabilni in so zato 
nagnjeni k pretvorbi v bolj stabilne kristale. Najmanjši element, ki se v tridimenzionalni 
kristalni mreži periodično ponavlja, je osnovna celica, ki ima določeno simetrijo. Obliko in 
dimenzije osnovne celice opišemo z dolžinami treh osi (a, b in c) ter koti med njimi. 
Poznamo sedem različnih oblik osnovne celice: kubična, tetragonalna, ortorombska, 
trigonalna, heksagonalna, triklinska in monoklinska (15,16).  
Polimorfizem je sposobnost snovi, da obstaja v več različnih kristalnih oblikah, ki se med 
seboj razlikujejo v načinu urejenosti molekul. Razlike v urejenosti lahko izvirajo iz 
različnih konformacij molekul, tavtomerije ali pa načinov intermolekularnih interakcij 
preko vodikovih vezi. Če so v kristalno strukturo vključene tudi molekule topila, na primer 
vode, govorimo o solvatih oziroma hidratih. V tem primeru gre za psevdopolimorfizem. 
Polimorfi se lahko med seboj precej razlikujejo v fizikalnih lastnosti, kot so topnost, hitrost 
raztapljanja, stabilnost, temperatura tališča, higroskopnost, ipd (15,17). 
1.3.3. Brezvodne oblike manitola 
Manitol se lahko nahaja v amorfni ali v kristalni obliki. Poznane so tri čiste polimorfne 
oblike manitola, poimenovane α, β in δ in ena psevdopolimorfna oblika, manitol 
hemihidrat (MHH). Najpogostejša oblika, v kateri se nahaja industrijsko pridobljeni 
manitol, je oblika β, ki je pri sobnih pogojih tudi najstabilnejša (18). 
Polimorfa α in β manitol imata enako simetrijo osnovne celice (ortorombska oblika) in sta 
si strukturno zelo podobna. Struktura δ polimorfa se od njiju precej bolj razlikuje in ima 
monoklinsko obliko osnovne celice (Slika 7). Strukturna podobnost se odraža tudi v 
podobnih fizikalnih lastnostih. Tališči α in β oblik sta si zelo blizu (166,0 °C in 166,5 °C), 
δ polimorf pa ima tališče pri 155 °C. Vsi trije izkazujejo dobro kinetično stabilnost. Med 
dolgoročnim shranjevanjem ali med izpostavljenostjo mehanskemu stresu namreč pri 
nobenem od brezvodnih polimorfov ni opaziti pretvorbe v stabilnejšo obliko. Lahko pa ob 
izpostavljenosti vlagi pride do pretvorbe δ polimorfa v β obliko (14,18). 
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Slika 7: Osnovne celice kristalne strukture brezvodnih polimorfov manitola – pogled s 
smeri a osi (18). 
 
Termodinamske osnove stabilnosti 
S stališča termodinamike obstajata dve vrsti odnosa med polimorfi: monotropni in 
enantiotropni polimorfizem. Pri monotropnem polimorfizmu so vsi prehodi iz enega 
polimorfa v drugega ireverzibilni, kar pomeni, da ni nobene temperature prehoda, pri kateri 
bi bila polimorfa v energetskem ravnotežju. Enantiotropni polimorfi pa lahko pri točno 
določeni temperaturi reverzibilno prehajajo eden v drugega. Pri proučevanju manitola so 
ugotovili enantiotropni odnos med δ in α in med δ in β obliko ter monotropni odnos med α 
in β obliko. V eni izmed študij so s pomočjo izračuna proste Gibbsove energije ugotovili, 
da sta δ-β v ravnotežju pri 298 K, δ-α pa pri 442 K, kar je že nad tališčem α oblike. Glede 
na te rezultate si oblike manitola po termodinamski stabilnosti pri sobni temperaturi sledijo 
v zaporedju β > δ > α z minimalnimi razlikami med njimi. Pri nizkih temperaturah pa ima 
najnižjo Gibbsovo energijo δ polimorf (18). 
Energija osnovnih celic polimorfa je rezultat dveh energijskih sil: konformacijske energije 
posamezne molekule in kohezivne energije intermolekularnih vezi. Glede na izračune ima 
kohezija največji doprinos k stabilnosti posameznega polimorfa manitola, zato ima 
najstabilnejši polimorf β najbolj ugodno, torej najnižjo kohezijsko energijo. Najugodnejšo 
konformacijsko energijo pa ima α polimorf. To v praksi pomeni, da ta oblika kristalizira 
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najhitreje (na sobni temperaturi), kar je potrdila tudi študija, kjer so proučevali rast 
kristalov manitola (18,19). 
1.3.4. Manitol hemihidrat 
Manitol hemihidrat je psevdopolimorfna oblika, ki so jo prvič opazili pri liofilizaciji 
vodnih raztopin manitola. Ime hemihidrat izvira iz razmerja med molekulami manitola in 
vode, ki je 1 : 0,5. Osnovna celica v njegovi kristalni strukturi je namreč sestavljena iz 
dveh molekul manitola in ene molekule vode (Slika 8). Manitol hemihidrat je 
termodinamsko stabilen le pod -20 °C, kar je tudi razlog, da nastaja samo med procesom 
liofilizacije, ko kristalizacija poteka pri zelo nizkih temperaturah (18,20,21). 
 
Slika 8: Prikaz osnovne celice kristalne strukture manitol hemihidrata (18). 
Možne posledice prisotnosti manitol hemihidrata v liofilizatu so zmanjšana učinkovitost 
sušenja in povišana vsebnost rezidualne vode ter tudi večje variacije v vsebnosti vode med 
vialami. Gre za meta-stabilno obliko, ki se ob segrevanju ali izpostavljenostjo vlagi 
pretvori v δ obliko, pri čemer pride do sprostitve vezane vode. Zaradi možnosti spontane 
pretvorbe v brezvodno obliko med shranjevanjem je manitol hemihidrat z vidika kakovosti 
farmacevtskih produktov lahko precej problematičen (20,21). Sproščena voda lahko 
poveča gibljivost molekul in povzroči kristalizacijo amorfnih komponent, kar zmanjša 
stabilizacijo proteina. V eni izmed študij so na primer opazili, da je v vzorcih z MHH, med 
shranjevanjem prišlo do krčenja in pokanja pogače (8). Sproščena voda lahko povzroči tudi 
hidrolizo ali agregacijo proteinov. Ker lahko torej prisotnost manitol hemihidrata v 
produktih predstavlja potencialno nevarnost za stabilnost učinkovine, se želimo temu 
načrtno izogniti. To lahko storimo tako, da v prvi vrsti preprečimo njegov nastanek med 
samim zamrzovanjem ali pa že nastali hidrat odstranimo med nadaljnjim sušenjem. 
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1.3.5. Vpliv pogojev liofilizacije na kristalizacijo manitola 
Na kristalno obliko manitola v liofilizatih lahko vplivajo procesni parametri, kot so hitrost 
zamrzovanja, trajanje in temperatura faze temperiranja vzorca, pa tudi temperaturi 
primarnega in sekundarnega sušenja. 
Hitrost zamrzovanja 
Hitro ohlajanje zavira kristalizacijo manitola. Pri hitrosti ohlajanja -20 °C/min manitol 
ostane popolnoma amorfen, pri -10 °C/min in -5 °C/min pa le delno kristalizira (22). Za 
kristalizacijo manitola je torej potrebno počasnejše ohlajanje ali pa dodatna faza 
temperiranja. Hitrost zamrzovanja vpliva tudi na to, v kakšni obliki bo manitol kristaliziral. 
Razlike najverjetneje nastanejo zaradi vpliva stopnje podhladitve raztopine in različne 
temperature nukleacije. Ugotovitve študij kažejo na to, da pri hitrejšem zamrzovanju in 
večji podhladitvi, nastaja največ δ polimorfa, pri počasnem zamrzovanju in manjši 
podhladitvi pa večinoma β, oziroma zmes α in β polimorfov (23,24). Druga študija je 
ugotovila, da pri navadnem zamrzovanju z enakomernim ohlajanjem nastane večinoma δ 
in nekaj α oblike, pri zamrzovanju na predhodno ohlajeni polici pa večinoma α in nekaj β 
oblike (25).  
Temperiranje 
Vključitev faze temperiranja vzorca v proces liofilizacije poveča obseg kristalizacije, saj 
omogoči preureditev molekul iz amorfne v kristalno strukturo. Da je to mogoče, mora biti 
temperatura temperiranja (TA) višja od Tg' uporabljene formulacije in hkrati nižja od Teu. 
Več študij je proučevalo vpliv temperiranja na kristalizacijo manitola. V eni izmed njih, so 
ugotovili, da je prisotnost temperiranja spodbudila nastanek β oblike, medtem, ko je v 
odsotnosti faze temperiranja kristalizirala večinoma α ali pa δ oblika (25). Manitol 
hemihidrat nastaja predvsem pri kristalizaciji pod -20 °C, nad -10 °C pa kristalizirajo le 
brezvodne oblike manitola. Nižje temperature temperiranja zato spodbujajo kristalizacijo 
hemihidrata (26). 
Temperatura primarnega sušenja 
Tudi med fazo primarnega sušenja lahko prihaja do kristalizacije manitola, sploh takrat, ko 
ta med fazo zamrzovanja ne kristalizira popolnoma in ostane amorfen. V takih primerih 
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ima temperatura primarnega sušenja velik vpliv na sam obseg kristalizacije, saj manitol 
kristalizira le, če je temperatura produkta med sušenjem nad Tg'. Na ta način lahko pri 
formulacijah z visoko koncentracijo proteina s sušenjem pri agresivnejših pogojih zvečamo 
obseg kristalizacije manitola v primerjavi s sušenjem pri konzervativnih pogojih (27). 
Temperatura sekundarnega sušenja 
Med sekundarnim sušenjem je temperatura produkta višja, kar lahko vpliva na pretvorbo 
manj stabilnih oblik v stabilnejše polimorfe. Vpliv sekundarnega sušenja so največkrat 
proučevali v povezavi z manitol hemihidratom in ugotovili, da se hidrat, ki nastane med 
procesom, pri visoki temperaturi sekundarnega sušenja (TSD) pretvori v brezvodno obliko 
(28). Na ta način lahko MHH odstranimo med sekundarnim sušenjem. V literaturi lahko 
najdemo različne podatke o tem, kakšna temperatura polic je potrebna za zagotovitev 
popolne dehidracije nastalega manitol hemihidrata v stabilno obliko med sekundarnim 
sušenjem. Najnižja omenjena TSD je 40 °C (8). Previsoka temperatura sušenja bi lahko 
potencialno ogrozila integriteto proteina, vendar je med sekundarnim sušenjem vsebnost 
vode v produktu običajno že tako zmanjšana, da je protein dobro stabiliziran v trdnem 
matriksu in zato lahko prenese tudi višje temperature. 
1.3.6. Vpliv sestave formulacije na kristalizacijo manitola 
Sestava formulacije ima velik vpliv na kristalizacijo manitola. Bistvenega pomena je 
njegova koncentracija oziroma delež v formulaciji. Prisotnost proteina in drugih 
komponent pa lahko tudi zavira kristalizacijo ali vpliva na to, katera polimorfna oblika bo 
kristalizirala. 
Koncentracija in delež manitola 
Koncentracija manitola v raztopini ima lahko vpliv na to, v kateri polimorfni obliki bo le-ta 
kristaliziral. Pri liofilizaciji vzorcev z nižjo koncentracijo manitola nastane večinoma β, pri 
vzorcih z višjo koncentracijo pa δ polimorf (24). Manitol med zamrzovanjem ne 
kristalizira, če je njegov delež v suhi snovi manjši od 30 %, za učinkovito kristalizacijo pa 
mora biti večji od 50 %. Z vključitvijo faze temperiranja vzorca lahko manitol kristalizira 
tudi pri manjših frakcijah (27,29).  
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Snovi, ki vplivajo na kristalizacijo 
Kristalizacijo manitola med liofilizacijo lahko zavirajo številne snovi v formulaciji. 
Najpogosteje so to snovi, ki tvorijo interakcije z molekulami manitola in tako zavirajo 
oziroma upočasnijo njegovo kristalizacijo iz raztopine, torej med samim zamrzovanjem. 
Lahko gre tudi za snovi, ki zvišajo viskoznost raztopine in Tg' ter s tem otežijo 
kristalizacijo manitola ujetega v rigidni amorfni matriks po zamrznitvi. Seveda je možno 
tudi, da neka snov izkazuje oba mehanizma zaviranja kristalizacije. V povezavi z 
zaviranjem kristalizacije manitola so v literaturi najpogosteje omenjene razne soli (npr. 
NaCl, Na-acetat, Na-citrat, K-fosfat), polimeri (npr. PVP, PVA), sladkorji in drugi 
sladkorni alkoholi (npr. saharoza, trehaloza, sorbitol, ksilitol) ter sama učinkovina, torej 
protein (30).  
NaCl že v manjših koncentracijah zelo učinkovito zavira kristalizacijo manitola med 
zamrzovanjem in temperiranjem, ne pa tudi med sušenjem, saj sam prav tako kristalizira. 
Snovi, ki ne kristalizirajo, na primer PVP, so sicer pri tem nekoliko manj učinkovite, toda 
lahko zavirajo kristalizacijo manitola tudi med sušenjem (22,30).  
V literaturi večkrat raziskan je tudi vpliv saharoze. Pri formulacijah s saharozo je za 
kristalizacijo manitola med zamrzovnjem potrebno dovolj veliko razmerje manitol : 
saharoza (M:S). Običajno zadostuje vsaj M:S = 2:1, z dodatkom temperiranja pa tudi M:S 
= 1:1 (8). V literaturi zasledimo tudi, da lahko saharoza spodbuja kristalizacijo v obliki 
manitol hemihidrata (9,31). 
Prisotnost proteina ima inhibitorni vpliv na kristalizacijo manitola zaradi številnih 
interakcij, ki jih protein tvori z molekulami manitola, znano pa je tudi, da pri višjih 
koncentracijah zviša Tg' raztopine. Protein v formulaciji zavira tako nukleacijo kot tudi 
rast kristalov manitola (32). Prisotnost proteina spodbuja predvsem kristalizacijo δ oblike 
in zavira nastanek manitol hemihidrata (33). Po drugi strani pa lahko zasledimo trditve, da 
protein spodbuja nastanek hemihidrata (31). Pri tem, kakšen vpliv ima protein na 
kristalizacijo manitola, je najverjetneje pomembna ne samo njegova koncentracija, ampak 
tudi vrsta in velikost proteina, poleg tega pa tudi prisotnost ostalih komponent, kot je 
saharoza. 
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2. NAMEN DELA 
Manitol je ena najpogosteje uporabljenih pomožnih snovi pri liofilizaciji proteinskih 
učinkovin. Med postopkom kristalizira in tako tvori stabilno ogrodje, ki preprečuje kolaps 
pogače med sušenjem. Vpeljava manitola v formulacijo s proteinom nam omogoča 
uporabo agresivnejših pogojev primarnega sušenja ter s tem časovno in stroškovno 
optimizacijo procesa. Vendar pa lahko manitol med liofilizacijo kristalizira tudi kot 
metastabilna psevdopolimorfna oblika manitol hemihidrat, ki potencialno predstavlja 
nevarnost za stabilnost končnega izdelka. Namen magistrske naloge je raziskati vplive na 
kristalizacijo manitola med liofilizacijo proteinske učinkovine, pri čemer nas bo zanimal 
predvsem nastanek hemihidrata. Proučevali bomo tako vplive različnih procesnih 
parametrov kot tudi vplive sestave formulacije. Ta bo zraven modelnega proteina 
(monoklonsko protitelo) vsebovala manitol kot polnilo in saharozo kot stabilizator. 
Procesni parametri, ki jih bomo proučevali, so temperatura primarnega sušenja (TPD), 
temperatura sekundarnega sušenja (TSD) ter prisotnost in temperatura faze temperiranja 
vzorca oz. annealinga (TA). Osnovno formulacijo bomo liofilizirali v konzervativnem, 
srednjem in agresivnem ciklu (cikli z različnimi TPD), v ciklu s povišano TSD, v ciklu s 
povišano TA ter v ciklu brez faze temperiranja vzorca. Za proučevanje vplivov sestave 
formulacije bomo pod enakimi pogoji liofilizirali pet različnih formulacij s kombinacijo 
manitola in saharoze ter za primerjavo še formulacijo s samo saharozo. Ugotavljali bomo 
vpliv razmerja manitol-saharoza in vpliv koncentracije proteina na kristalizacijo manitola. 
Polimorfne oblike manitola v liofilizatih bomo identificirali s pomočjo spektrov posnetih z 
rentgensko praškovno difrakcijo, kar nam bo predstavljalo glavni del rezultatov. Vsebnost 
manitol hemihidrata in ostalih polimorfov bomo poskusili ovrednotiti tudi s pomočjo 
termične analize. Zraven tega bomo določali še delež rezidualne vode in morfološke 
lastnosti liofilizatov, izmerili čas rekonstitucije in vizualno ovrednotili videz pogače. Potek 
samega procesa pa bomo spremljali s pomočjo procesnih grafov.  
S primerjavo dobljenih rezultatov bomo poskušali razjasniti vplive posameznih parametrov 
na kristalizacijo manitola in pogoje za nastanek manitol hemihidrata ter s tem vpliv na 
lastnosti in kakovost končnega izdelka. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
Proteinska učinkovina 
Za pripravo formulacij s proteinom smo uporabili modelno proteinsko učinkovino, in sicer 
monoklonsko protitelo. Protein so proizvedli v Biofarmacevtiki Mengeš, Lek d.d. in nam 
ga dostavili v dveh osnovnih raztopinah s histidinskim pufrom. Prva osnovna raztopina je 
vsebovala 54 mg/mL, druga pa 80 mg/mL proteina, obe pa sta vsebovali 20 mM histidina 
in 11,04 mM HCl. Raztopini proteina smo hranili v hladilniku, zaščiteni pred svetlobo. 
Pomožne snovi 
Preglednica I: Seznam pomožnih snovi v formulacijah. 
pomožna snov kemijska formula funkcija proizvajalec 
D-manitol C6H14O6 polnilo Merck, Nemčija 
Saharoza C12H22O11 stabilizator Merck, Nemčija 
L-histidin C6H9N3O2 puferski sistem Merck, Nemčija 
Polisorbat 80 C64H124O26 
površinsko 
aktivna snov 
J.T. Baker, ZDA 
Klorovodikova 
kislina 
HCl puferski sistem Merck, Nemčija 
Natrijev hidroksid NaOH uravnavanje pH Merck, Nemčija 
 
Voda 
Za pripravo vseh uporabljenih raztopin in formulacij za liofilizacijo smo kot topilo 
uporabili vsakodnevno sveže pripravljeno ultra čisto vodo. Pridobili smo jo na Fakulteti za 
farmacijo z aparatom Milli-Q Advantage A10 proizvajalca Millipore. 
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3.2. Oprema 
Preglednica II: Seznam uporabljenih aparatur in druge opreme. 
aparatura proizvajalec model 
Liofilizator  Christ  Epsilon 2-6D 
LAF komora  Waldner  Variolab W90 
Avtoklav  Kambič  A-21 CAVAK 
Suhi sterilizator  Net-Elmed / 
Analizna tehtnica  Mettler Toledo  XS205DU 
Precizna tehtnica  Sartorius  M-Pact AX4202 
pH meter  Mettler Toledo   Seven Compact 
Konduktometer  Mettler Toledo  MC226 
Magnetno mešalo  Tehtnica  ROTAMIX 560 MMH 
Membranski filtri  Millex-GP  33 mm, velikost por  0,22 µm 
Elektronska pipeta   Sartorius  BIOHIT, 100-5000 µL 
Diferenčni dinamični kalorimeter  Mettler Toledo  DSC 1 STAR
e
 System 
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3.3. Priprava vzorcev za liofilizacijo 
3.3.1. Priprava osnovnih raztopin 
1M raztopina NaOH  
Natehtali smo 4,0 g trdnega NaOH v obliki pelet. 100 mL bučko smo najprej približno do 
polovice napolnili z ultra čisto vodo, nato pa med mešanjem previdno dodali NaOH. Ko so 
se pelete popolnoma raztopile, smo počakali, da se je raztopna ohladila, nato pa smo bučko 
dopolnili do oznake z ultra čisto vodo in še enkrat dobro premešali. Tako pripravljena 
raztopina hranjena na sobni temperaturi je uporabna en mesec. 
5 % m/v raztopina polisorbata 80  
V 50 mL bučko smo natehtali 2,5 g polisorbata 80, jo dopolnili do oznake z ultra čisto 
vodo in premešali. Ker polisorbat hitro oksidira, smo raztopino zaščitili pred svetlobo tako, 
da smo bučko zavili v aluminijasto folijo. Tako pripravljeno raztopino smo hranili na sobni 
temperaturi en teden, preostali polisorbat 80 pa v hladilniku. 
3.3.2. Priprava formulacij 
Za liofilizacijo smo pripravili šest različnih formulacij z modelnim monoklonskim 
protitelesom (v nadaljevanju: protein). Vse formulacije so vsebovale histidinski pufer, 
polisorbat 80 kot površinsko aktivno snov in  6 % m/v polnila oz. stabilizatorja, ki ju je 
predstavljala kombinacija manitola s saharozo oz. sama saharoza. Formulacije so se med 
seboj razlikovale v razmerju med manitolom in saharozo ter v koncentraciji proteina. 
Podrobnejša sestava je prikazana v preglednici III. 
Preglednica III: Sestava formulacij. 
Formulacija Manitol   
(% m/v) 
Saharoza 
(% m/v) 
Protein 
(mg/mL) 
Histidin 
(mM) 
PS 80  
(% m/v) 
pH 
1 5,00 1,00 30 20 0,02 6,0 
2 4,00 2,00 30 20 0,02 6,0 
3 3,00 3,00 30 20 0,02 6,0 
4 4,00 2,00 10 20 0,02 6,0 
5 4,00 2,00 60 20 0,02 6,0 
6 0,00 6,00 30 20 0,02 6,0 
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Pred pripravo raztopin smo ocenili, kakšen volumen formulacije potrebujemo za 
posamezni cikel in glede na to preračunali maso vseh potrebnih sestavin. Pri tem smo 
izhajali iz osnovne raztopine proteina, ki smo jo uporabili za določeno formulacijo. Vse 
surovine smo natehtali z natančnostjo ± 0,5 % izračunane mase. Na analitski tehtnici smo 
natehtali ustrezno maso manitola, saharoze, histidina, 1 M raztopine HCl in 5% m/V 
raztopine PS 80. Za tem smo na precizni tehtnici natehtali še ustrezno maso raztopine 
proteina v čašo, ki smo jo nato pokrili z aluminijasto folijo, da bi preprečili kontaminacijo 
z delci iz okolice. 
Raztopine smo pripravljali pred vsakim liofilizacijskim ciklom po naslednjem postopku: 
Na precizni tehtnici smo stehtali maso prazne čaše z magnetom za mešanje in jo tarirali. V 
čašo smo najprej nalili okrog 15-20 g ultra čiste vode. Nato smo v čašo kvantitativno 
prenesli natehtan histidin in 1M HCl tako, da smo vsebnike sprali z ultra čisto vodo. 
Raztopino smo mešali na magnetnem mešalu dokler se ni raztopil ves histidin, nato pa smo 
ji dodali osnovno raztopino proteina. Za tem smo v čašo kvantitativno prenesli še 5% PS 
80, manitol in saharozo. Raztapljanje saharoze in manitola je bilo hitrejše, če smo ju 
dodajali postopoma med počasnim mešanjem na magnetnem mešalu. Ko so se vse 
sestavine popolnoma raztopile, smo dobljeni raztopini izmerili pH in ga uravnali na 6,00 ± 
0,05 z 1M NaOH ali 1M HCl. Izmerili smo tudi prevodnost. Na koncu smo raztopino 
dopolnili do končne mase z ultra čisto vodo in ji še enkrat izmerili pH, ki je moral biti v 
prej omenjenem območju. 
Poleg zgoraj naštetih formulacij smo pripravili tudi dve placebo formulaciji. Prva je 
vsebovala 4 % m/v manitola in 2 % m/v saharoze, druga pa 6 % m/v saharoze. Obe smo 
pripravili po prej opisanem postopku, vendar brez dodatka raztopine proteina. 
3.3.3. Sterilizacija materiala 
Viale smo najprej sprali z ultra čisto vodo, nato pa še s 70 % raztopino etanola. Navzdol 
obrnjene smo jih postavili na sterilizacijski pladenj, ki smo ga prej obrisali s 70 % etanolno 
raztopino. Tudi liofilizacijski pladenj smo sprali s 70 % etanolno raztopino in ga skupaj z 
vialami sterilizirali v suhem sterilizatorju 2 uri pri temperaturi 180 °C. Čepe za viale in 
nastavke za pipeto smo zaprli v kovinsko kaseto in jih avtoklavirali 15 min pri temperaturi 
121 °C. 
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LAF komoro smo obrisali z izopropanolom, jo popršili z razkužilnim sredstvom in za 
dodatno sterilizacijo vklopili še UV luč. Ves steriliziran material smo prestavili v LAF 
komoro, prav tako pa tudi čaše s pripravljenimi formulacijami in ostali pribor (pipeto, 
filtre, brizge in prazne čaše), ki smo jih pred tem od zunaj obrisali z razkužilnim 
sredstvom. 
3.3.4. Filtriranje raztopin in polnjenje vial 
Delo je potekalo v LAF komori. Raztopine za liofilizacijo smo filtrirali skozi membranski 
filter z velikostjo por 0,22 µm in jih z elektronsko pipeto napolnili v 8 mL viale. Volumen 
polnjenja je bil 3,00 mL. Viale smo nato pokrili z gumijastimi čepki tako, da so bile delno 
odprte. Pred prvim ciklom smo na ta način napolnili vse viale, tudi tiste z raztopino 
placeba. Pri vseh naslednjih ciklih pa smo na novo pripravljali le določeno število vial, ki 
smo jih potrebovali za analitiko. Ostale viale smo ponovno uporabili tako, da smo jih pred 
liofilizacijo rekonstituirali z 2,8 mL ultra čiste vode.  
 
22 
 
3.4. Liofilizacija 
3.4.1. Razporeditev vial 
Liofilizator, ki smo ga uporabljali, ima tri police, vendar smo se zaradi boljše primerljivosti 
rezultatov odločili, da bomo vse vzorce liofilizirali samo na srednji polici, na ostalih dveh 
pa le placebo vzorce. Za liofilizacijo vzorcev na srednji polici smo uporabili pladenj brez 
dna, tako da so bile viale v neposrednem stiku s polico liofilizatorja. V enem ciklu smo 
liofilizirali največ dve formulaciji naenkrat. Razporeditev vial na pladnju na srednji polici 
je prikazana na sliki 9. Kot je razvidno s sheme, smo za analize namenili viale, ki so 
razporejene v sredini okrog termočlenov in so vsaj dve mesti oddaljene od roba pladnja, 
obdajajo pa jih viale z isto formulacijo. Pri teh vzorcih so namreč vplivi sten liofilizatorja 
in sosednjih vial na toplotni tok minimalni, zato nam dajo najbolj reprezentativne rezultate. 
 
Slika 9: Shema postavitve vial na liofilizacijskem pladnju za dve različni formulaciji. 
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Termočlene smo namestili v dve viali v notranjosti vsakega področja s formulacijo, v eno 
vialo pa smo namestili še Rx-termočlen, ki zraven temperature meri tudi električno 
upornost. Termočlene smo poskušali namestiti tako, da se niso dotikali sten viale ter da so 
bili tik nad dnom in čim bliže sredini. 
3.4.2. Potek liofilizacije 
Pri proučevanju vplivov procesnih parametrov smo se osredotočili na temperaturo 
primarnega sušenja, temperaturo sekundarnega sušenja, ter temperaturo in prisotnost faze 
temperiranja. Za primerjavo različnih procesnih parametrov smo uporabili formulacijo 2, 
ki smo jo v ta namen liofilizirali v šestih različnih ciklih. Ostale formulacije smo 
liofilizirali samo v osnovnem srednjem ciklu. Najprej smo izvedli konzervativni cikel z 
najnižjo TPD, nato trikrat srednji cikel z vsemi šestimi formulacijami, ter nazadnje agresivni 
cikel z najvišjo TPD. Glede na temperaturo smo prilagodili tudi čas primarnega sušenja, pri 
čemer smo si pomagali z liofilizacijskim kalkulatorjem (34). Ta na podlagi vnesenih 
parametrov izračuna teoretični čas sublimacije in temperaturo produkta med sušenjem. 
Nadalje smo izvedli še cikel s povišano TSD, cikel s povišano TA in cikel brez faze 
temperiranja. Skupaj smo izvedli 8 liofilizacijskih ciklov, kot je prikazano v preglednici 
IV. V vseh ciklih smo raztopino najprej zamrznili do -40 °C s hitrostjo -1 °C/min. Tlak 
med primarnim in sekundarnim sušenjem je v vseh ciklih znašal 0,14 mbar. Podroben 
potek posameznega cikla je prikazan v prilogi 1. 
Preglednica IV: Načrt liofilizacije in primerjava pogojev v izvedenih ciklih. 
Liofilizacijski cikel Formulacije Temperiranje 
Primarno 
sušenje 
Sekundarno 
sušenje 
1 Konzervativni 2 -20 °C -15 °C 30 °C 
2 
Srednji 
1, 2 
-20 °C 5 °C 30 °C 3 3, 4 
4 5, 6 
5 Agresivni 2 -20 °C 20 °C 30 °C 
6 Srednji s povišano TSD 2 -20 °C 5 °C 45 °C 
7 Srednji s povišano TA 2 -8 °C 5 °C 30 °C 
8 
Srednji brez 
temperiranja 
2, 6 / 5 °C 30 °C 
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3.4.3. Vizualni pregled in shranjevanje vzorcev 
Takoj po koncu posameznega liofilizacijskega cikla smo tlak v liofilizatorju počasi dvignili 
malo pod vrednost atmosferskega tlaka z vpihovanjem dušika. Nato smo  s stiskanjem 
polic zaprli gumijaste čepe na vialah, izenačili tlak na atmosfersko vrednost in previdno 
odprli vrata liofilizatorja. Produkte smo vizualno pregledali in ocenili ustreznost videza 
pogače. Pozorni smo bili na višino pogače, odstopanje od sten in dna viale ter morebitne 
znake kolapsa oziroma taljenja. Vzorce za analize smo označili z nalepkami, zaprli z 
aluminijasto-plastičnimi pokrovčki ter jih do izvedbe analiz shranjevali v hladilniku. Prav 
tako smo v hladilniku shranjevali vse vzorce za ponovno uporabo. 
3.4.4. Vrednotenje procesnega grafa 
Po končanem ciklu smo pregledali procesni graf, ki ga izriše programska oprema 
liofilizatorja. Iz grafa so razvidne s termočleni posnete temperature produktov, električna 
upornost produkta, ki ga meri Rx termočlen, temperatura polic in kondenzatorja ter tlak v 
liofilizatorju. Na podlagi grafa smo ovrednotili potek liofilizacije.  
Temperature produktov med primarnim sušenjem smo določili tako, da smo izračunali 
povprečno temperaturo (povprečje 10 meritev) v času na približno polovici sušenja, ki ga 
določimo kot je prikazano na sliki 10. Ker smo za vsako formulacijo uporabili dva 
termočlena, smo upoštevali povprečje obeh. Določili smo tudi dejansko trajanje 
primarnega sušenja tako, da smo odčitali čas, ko se sublimacija vode zaključi. Na grafu to 
opazimo kot hitro naraščanje Tp proti temperaturi polic. Pozorni smo bili tudi na morebiten 
padec električne upornosti med primarnim sušenjem. 
 
Slika 10: Prikaz določanja Tp in trajanja primarnega sušenja s pomočjo procesnega grafa. 
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3.5. Analizne metode 
3.5.1. Rentgenska praškovna difrakcija 
Rentgenska praškovna difrakcija je metoda za identifikacijo različnih kristalnih struktur in 
temelji na sipanju elektromagnetnega valovanja na elektronih atomov v strukturi. Za 
obsevanje uporabimo rentgenske žarke, ki imajo valovno dolžino v območju velikostnega 
reda atomov, torej v območju nekaj Å oz. 10
-10 
m. Ko tak monokromatski rentgenski žarek 
potuje skozi urejeno strukturo, prihaja pri sipanju valovanja pod določenimi koti do 
ojačitve oz. konstruktivne interference. To se zgodi takrat, ko je razlika razdalje poti 
valovanja iz različnih plasti atomov v kristalni strukturi enaka večkratniku valovne dolžine, 
kar imenujemo Braggov pogoj (Slika 11). Ta pogoj je izpolnjen le pri določenih kotih 
sipanja, medtem ko pri vseh ostalih kotih pride do destruktivne interference valovanja. 
2𝑑 sin 𝜃 = 𝑛𝜆     Enačba 2 
Enačba 2 prikazuje Braggov pogoj, kjer je d razdalja med posameznimi plastmi atomov v 
kristalni strukturi, θ je vpadni kot žarka, n je celo število, λ pa valovna dolžina (35,36). 
 
Slika 11: Slikovna ponazoritev Braggovega pogoja pri rentgenski praškovni difrakciji; Sive 
pike predstavljajo atome v urejeni kristalni strukturi, rdeče puščice pa pot žarkov. 
Vzorec obsevamo pod različnimi koti, pri tem pa detektor meri intenziteto sipanih žarkov. 
Programska oprema difraktometra nato izriše graf intenzitete sevanja v odvisnosti od kota 
2θ. Na grafu so ojačitve oz. konstruktivne interference vidne kot ostri vrhovi. Vsaka 
kristalinična struktura tvori značilne vrhove s pomočjo katerih jih lahko nato tudi 
identificiramo v vzorcu (35,36). 
Analize vzorcev z XRD so izvedli na Kemijskem inštitutu v Ljubljani v sodelovanju z 
raziskovalci iz podjetja Lek. Za analize so uporabili rentgenski praškovni difraktometer 
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Siemens D5000. Vzorce so obsevali z radiacijo CuKα valovne dolžine 1.5406 Å v 
območju kotov 5–40° 2θ. Analizo so izvajali v korakih po 0,040°, čas snemanja na vsakem 
koraku pa je bil 3  s. 
Značilni vrhovi polimorfov manitola, ki jih najdemo v literaturi (20), so prikazani na sliki 
12. V tabeli so navedeni tisti, ki smo jih uporabili pri identifikaciji posamezne oblike v 
difraktogramih naših vzorcev. 
 
Slika 12: XRD difraktogram manitol hemihidrata (a) in značilni vrhovi  posameznih 
polimorfnih oblik manitola (b-e, tabela) (20). 
3.5.2. Diferenčna dinamična kalorimetrija 
DSC je metoda termične analize, kjer merimo razliko v toplotnem toku potrebnem za 
segrevanje oz. ohlajanje vzorca v primerjavi z referenco. Rezultat analize je graf 
toplotnega toka v odvisnosti od temperature. Proces, med katerim se toplota porablja (npr. 
taljenje, fazni prehodi), na grafu zaznamo kot endotermni vrh, proces, med katerimi se 
toplota sprošča (npr. kristalizacija), pa kot eksotermni vrh. Z DSC metodo lahko na ta 
način analiziramo različne polimorfe in njihove termične lastnosti. 
Vzorce za DSC smo pripravljali tik pred analizo v inertni atmosferi. V ta namen smo 
uporabili vrečo z rokavicami oz. »glove-bag«, ki smo jo prepihali z dušikom. Na ta način 
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smo preprečili, da bi vzorec prišel v stik z vlago v zraku, s čimer smo tudi zmanjšali 
možnost razgradnje manitol hemihidrata med samo pripravo vzorca. Vzorce smo 
analizirali v hermetično zaprtih aluminijastih lončkih po programu navedenem v 
preglednici V. Analizo vsakega vzorca smo opravili v dveh paralelah. 
Preglednica V: Program DSC analize. 
KORAK začetna T končna T hitrost 
Ohlajanje 25 °C -30 °C -10 °C/min 
Prvo segrevanje -30 °C 120 °C 10 °C/min 
Ohlajanje 120 °C -30 °C -10 °C/min 
Drugo segrevanje -30 °C 230 °C 10 °C/min 
Pri poroznih materialih, kot so liofilizati, je prenos toplote v vzorcu počasnejši, zaradi 
česar so termični dogodki, npr. steklasti prehod raztegnjeni in slabše vidni. S tem razlogom 
smo vzorec prvič segrevali nad Tg, ga nato ponovno ohladili in še enkrat segrevali do 
končnega taljenja vseh komponent. Na ta način smo med drugim segrevanjem lažje 
določili temperaturo steklastega prehoda amorfnega materiala (Tg). 
Za manitol hemihidrat je na DSC termogramu značilen endotermni vrh okrog 70 °C, ki je 
posledica dehidracije in izparevanja vode iz njegove strukture. Temu ponavadi sledi 
kristalizacija v brezvodno δ obliko. Taljenje brezvodnih oblik manitola na termogramu 
zaznamo pri temperaturah med 140 in 170 °C (8,20). 
3.5.3. Določanje vsebnosti vode s Karl-Fischer titracijo 
Določanje vsebnosti rezidualne vode v liofilizatih so izvedli v podjetju Lek s Karl-Fischer 
titracijo. Metoda temelji na kvantitativni redoks reakciji med žveplovim dioksidom (SO2), 
jodom (I2) in vodo, v prisotnosti alkohola in baze. Osnovni princip oksidacije SO2 z jodom, 
pri čemer se porablja voda, je prikazan v enačbi 3. 
I2 + SO2 + 2H2O → 2HI + H2SO4    Enačba 3 
Pri kulometrični titraciji se iz jodidnih ionov in situ elektrokemično tvori I2 in se porablja 
za oksidacijo SO2. Ko se porabi vsa voda iz vzorca, se pojavi prebitek I2 v raztopini, kar 
zaznamo kot padec napetosti med anodo in katodo, ki označuje konec titracije. Vsebnost 
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vode v vzorcu določimo z merjenjem električnega naboja, potrebnega za elektrolizo, 
oziroma proizvodnjo joda. Ta metoda je primerna za določanje manjših količin vode od 10 
µg do nekaj mg. Za kulometrično KF titracijo se uporabljajo avtomatizirani titratorji z 
vzorčevalniki, ki vzorec najprej segrevajo, da voda iz njega izpari in se z nosilnim plinom 
prenese v titracijsko posodo. Na ta način določimo tako prosto, kot tudi vezano vodo v 
vzorcu. 
3.5.4. Vrstična elektronska mikroskopija 
S pomočjo vrstične elektronske mikroskopije lahko opazujemo morfologijo liofilizatov. Pri 
tej metodi za opazovanje površine namesto svetlobe uporabljamo curek elektronov. 
Analiza poteka tako, da vzorec skeniramo z elektronskim curkom, ki ima premer okrog 1 
nm. Pri tem na površini vzorca prihaja do odboja elektronov in nastanka 
elektromagnetnega valovanja, kar zaznajo posebni detektorji, njihove signale pa računalnik 
nato pretvori v sliko. 
Analize s SEM so za nas opravili na Institutu Jožef Stefan v Ljubljani v sodelovanju z 
raziskovalci iz podjetja Lek. Tik pred meritvijo so viale prerezali z ostrim rezilom, pri 
čemer so pazili, da jih niso zlomili, saj bi morebitni delci stekla motili meritev. Po 
odstranitvi vzorca iz viale so odrezali dva majhna kosa pogače z dna in roba viale. Vzorce 
so nato nanesli na nosilce, jih pričvrstili s srebrovo pasto ter prekrili z 40 nm slojem 
amorfnega ogljika. Ustrezno pripravljene vzorce so vstavili v komoro ter izvedli meritve z 
metodo nazaj odbijajočih žarkov elektronov. Posneli so slike s 25- do 650-kratno 
povečavo. 
3.5.5. Določanje specifične površine z metodo BET 
Za dodatno vrednotenje morfologije liofilizatov smo vzorcem izmerili specifično površino. 
Specifična površina je definirana kot površina poroznega materiala, podana na enoto mase 
(m
2
/g). Za določanje specifične površine najpogosteje uporabljamo metodo plinske 
adsorpcije BET. Metoda se imenuje po avtorjih enačbe (Brunauer, Emmett in Teller), ki 
opisuje povezavo med tlakom in količino adsorbiranega plina.  
1
𝑉𝑎(𝑃𝑜
𝑃
− 1)
=
𝐶 − 1
𝑉𝑚 ∙ 𝐶
∙
𝑃
𝑃𝑜
+
1
𝑉𝑚 ∙ 𝐶
 Enačba 4 
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V enačbi 4, ki je osnova za metodo BET, je Va volumen adsorbiranega plina, Vm volumen 
monosloja, P parcialni tlak adsorbiranega plina, P0 nasičeni tlak adsorbiranega plina, C pa 
konstanta. Iz enačbe dobimo vrednost Vm, kar je volumen plina, ki v enem sloju zasede 
celotno površino, ki jo ima na voljo. Če poznamo volumen, ki ga zasede ena molekula 
(0,162 nm
2
 za dušik), lahko izračunamo površino materiala. 
Ta metoda predpostavlja adsorpcijo plina v več slojih, pri čemer se najprej adsorbira 
monosloj. Količino adsorbiranega plina v odvisnosti od relativnega tlaka pri konstantni 
temperaturi prikazuje adsorpcijska izoterma. BET metoda je uporabna za materiale z 
adsorpcijsko izotermo tipa II ali IV v območju relativnega tlaka 0,05–0,3 (Slika 13).  
 
Slika 13: Tipi adsorpcijskih izoterm po IUPAC-u ( s sivo barvo je označeno območje 
uporabnosti BET metode). 
Meritve specifične površine so izvedli v podjetju Lek. Vzorce so analizirali na 
avtomatskem plinskem analizatorju Micromeritics TriStar 3000, za adsorpcijski plin so 
uporabili dušik. Pred analizo so vzorce čez noč sušili v vakuumskem sušilniku na 50 °C. 
3.5.6. Določanje rekonstitucijskega časa 
Liofilizatom smo izmerili čas rekonstitucije z vodo. Vzorcem smo najprej odstranili 
aluminijasto-plastične pokrovčke. Z injekcijsko brizgo smo skozi gumijast čep v vialo 
dodali 2,8 mL ultra čiste vode, ki smo jo pred tem prefiltrirali skozi membranski filter z 
velikostjo por 0,22 µm. Vialo smo 10 s pustili stati pri miru in jo nato 10 s počasi obračali, 
ter to izmenično ponavljali, dokler se vsebina ni popolnoma raztopila. Izmerili smo čas od 
trenutka, ko smo dodali vodo, do popolne raztopitve vsebine. 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Vrednotenje poteka liofilizacijskega cikla 
Potek posameznega liofilizacijskega cikla smo ovrednotili s pomočjo procesnih grafov 
(priloga 2). Z grafov lahko razberemo, da je pri večini vzorcev med zamrzovanjem prišlo 
do podhladitve in nukleacije ledu pri temperaturi med -10 in -12 °C. Za vsako formulacijo 
v posameznem ciklu smo določili povprečno temperaturo produkta med primarnim 
sušenjem (Tp) in čas sublimacije (tS), ki so navedeni v preglednici VI. Odčitali smo tudi 
padec električne upornosti med primarnim sušenjem, ki jo meri eden izmed termočlenov. 
Preglednica VI: Povprečna temperatura produkta (Tp), čas sublimacije (tS) in padec 
električne upornosti med primarnim sušenjem za vse liofilizirane vzorce. 
 
cikel TPD 
[°C] 
formu-
lacija 
Tp med PD 
[°C] 
tS [h] padec el. 
upornosti [%] 
1  konzervativni -15 2 -25,5 26,5 0,0 
2  srednji 5 1 -17,7 12,2 / 
2  srednji 5 2 -20,6 12,9 2,0 
3  srednji 5 3 -20,7 12,8 / 
3  srednji 5 6 -23,5 13,0 2,0 
4  srednji 5 4 -23,8 12,8 / 
4  srednji 5 5 -18,4 14,7 4,0 
5  agresivni 20 2 -17,3 8,9 5,0 
6  srednji, 
povišana TSD 
5 2 -20,1 11,7 2,5 
7  srednji, 
povišana TA 
5 2 -22,6 11,0 1,0 
8  srednji, brez A 5 2 -19,6 13,0 12,0 
8  srednji, brez A 5 6 -23,1 11,3 / 
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4.1.1. Temperatura produkta med primarnim sušenjem 
Na temperaturo produkta med primarnim sušenjem v prvi vrsti vpliva temperatura polic, 
kar je seveda pričakovano. Dobro viden je tudi vpliv formulacije. Pri visokem deležu 
manitola, je Tp med PD najvišja (-17,7 °C), nekaj stopinj nižja je pri formulacijah z manj 
manitola (-20,6 °C in -20,7 °C), pri formulaciji s saharozo pa je najnižja (-23,5 °C). 
Podobno je tudi z vsebnostjo proteina (formulacije 4, 2 in 5) – večja koncentracija proteina 
pomeni višjo Tp med PD (-23,8 °C, -20,6 °C in -18,4 °C). Ker je temperatura produkta 
med primarnim sušenjem odvisna tudi od velikosti por, lahko opazimo vpliv temperiranja 
vzorca. Temperiranje pri višji TA je znižalo Tp med PD, odsotnost temperiranja pa je Tp 
med PD povišala. Potrebno se je zavedati, da je do manjših razlik v izmerjeni Tp lahko 
prišlo tudi zaradi postavitve termočlenov. 
4.1.2. Čas sublimacije 
Glede na odčitane čase sublimacije najbolj izstopa formulacija 5 z najvišjo koncentracijo 
proteina, katere tS je za približno 2 h daljši od ostalih formulacij. Delež manitola ni imel 
pomembnega vpliva na hitrost sublimacije (formulacije 1-3 in 6). Opazimo sicer lahko 
manj izrazit trend krajšanja tS z naraščanjem deleža manitola, vendar so razlike večinoma 
manjše od možnih napak zaradi postavitve termočlena. Precej krajši čas sublimacije 
opazimo pri vzorcu, ki je bil temperiran pri višji TA. Odsotnost temperiranja pa ni znatno 
podaljšala časa sušenja, oziroma ga je v primeru formulacije s saharozo celo zmanjšala. 
4.1.3. Električna upornost 
Padec v električni upornosti je pokazatelj mehčanja amorfnega dela pogače, do katerega 
pride nad Tg', kar je povezano z nastankom kolapsa. Rahel padec upornosti lahko zaznamo 
v vseh ciklih razen v konzervativnem. V ciklih s fazo temperiranja je bil padec električne 
upornosti med primarnim sušenjem zelo majhen (1-4 %) in je sorazmeren temperaturi 
produkta. V ciklu brez temperiranja pa je bil padec upornosti pričakovano večji (12 %), saj 
je bil v tem primeru tudi amorfni delež v pogači večji. 
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4.2. Vizualni pregled vzorcev 
Liofilizate smo vizualno pregledali takoj po koncu vsakega cikla. Ugotovili smo, da so bili 
vsi vzorci s proteinom ustreznega videza (pogača bele barve, kompaktne konsistence in 
ustrezne višine), med njimi pa nismo opazili nobenih bistvenih razlik (Sliki 14 in 15).  
 
Slika 14: Vzorci različnih formulacij po liofilizaciji v srednjem ciklu; 1-6 formulacije s 
proteinom, P- placebo formulacija z manitolom in saharozo in S-placebo formulacija s 
saharozo.  
 
Slika 15: Vzorci formulacije 2 po liofilizaciji v različnih ciklih; A-konzervativni, B-
srednji, C-agresivni, D-srednji s povišano TSD, E-srednji s povišano TA in F-srednji brez A. 
Do kolapsa je prišlo le pri placebo vzorcih s saharozo (Slika 14/S). Ne glede na to da 
formulacije z višjo koncentracijo proteina dosegajo tudi višje Tp med primarnim sušenjem, 
pa vseeno do kolapsa najprej pride pri vzorcih brez proteina. Protein v formulaciji namreč 
zviša Tg' in na ta način poveča strukturno stabilnost pogače med sušenjem (32).  
Pri nekaterih vzorcih smo lahko opazili, da je prišlo do manjšega krčenja pogače ali 
nastanka razpok, za kar ni nujno, da je posledica kolapsa in ne predstavlja nevarnosti za 
kakovost produkta. Pri večini vzorcev smo opazili pojav, imenovan fogging oz. 
zamegljevanje, kjer je na steni viale vidna tanka plast materiala. Do tega pride zaradi 
Marangonijevega efekta, ko se tekočina zaradi gradienta v površinski napetosti dviguje ob 
steni vsebnika. Pojav je pogost pri liofilizaciji formulacij, ki vsebujejo površinsko aktivno 
snov in ni kritičen, razen če sega do vratu viale, kjer bi lahko vplival na neustrezno 
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zapiranje (37). Opazili smo tudi pojav vulkana, ki nastane med zamrzovanjem, ko prihaja 
do ekspanzije materiala. Le-ta se zaradi smeri zamrzovanja od stene viale proti sredini 
lahko širi le proti vrhu in se izrazi kot izboklina v obliki vulkana v centru pogače. Tudi ta 
pojav je sprejemljiv in ne vpliva na kakovost produkta (37).  
4.3. Rentgenska praškovna difrakcija 
Na podlagi XRD analiz smo ovrednotili kristalizacijo manitola in identificirali njegove 
polimorfne oblike v liofilizatih. Če bi iz spektra želeli izračunati delež posamezne 
polimorfne oblike v liofilizatu, bi morali poznanti točno korelacijo med količino polimorfa 
in intenziteto sevanja pri določenem kotu 2θ. Glede na to, da je ta povezava 
premosorazmerna, pa lahko s primerjavo površine značilnih vrhov primerjamo, kakšna je 
vsebnost posameznih oblik v nekem vzorcu relativno glede na ostale vzorce.  
4.3.1. Vrednotenje vplivov sestave formulacije na kristalizacijo manitola 
 
Slika 16: XRD difraktogrami liofilizatov formulacij s proteinom (30 mg/ml) in razmerjem 
M:S = 5:1 (1), M:S = 4:2 (2) in M:S = 3:3 (3) po liofilizaciji v srednjem ciklu. 
 
Na sliki 16 so prikazani difraktogrami liofilizatov formulacij, ki vsebujejo različne 
kombinacije manitola in saharoze ter protein v koncentraciji 30 mg/mL. V formulaciji 1 z 
največ manitola in razmerjem M:S = 5:1 (Slika 16/1) smo lahko identificirali le δ polimorf. 
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Formulacija 2 z M:S = 2:1 (Slika 16/2) prav tako vsebuje δ polimorf, vidimo pa, da ga je 
nekoliko manj kot v prejšnjem primeru. Opazimo lahko tudi majhen vrh pri 18°, kar 
pomeni, da je prisoten tudi manitol hemihidrat. V vrhu pri 9,7° se tako zraven δ oblike 
najverjetneje skriva tudi nekaj MHH, ki ima značilni vrh pri 9,6°. V difraktogramu 
formulacije 3 z M:S = 1:1 (Slika 16/3) so prisotni značilni vrhovi za MHH (9,6°, 16,5° in 
18°) ter slabo razločni vrhovi δ oblike. Vsi vrhovi so dosti manjši, kar je tudi pričakovano, 
saj je v vzorcu že v osnovi manj manitola in več amorfne saharoze. 
Iz zgornje primerjave lahko povzamemo, da je višji delež saharoze in nižji delež manitola 
spodbujal nastanek manitol hemihidrata, ko je bil manitol prisoten kot večinska 
komponenta, pa je med liofilizacijo kristalizirala večinoma δ oblika. 
Pri vseh difraktogramih smo opazili, da bazna linija ni ravna, temveč dvignjena, kar je 
posledica šuma, ki ga dajo amorfne komponente v vzorcu. Če zgornje tri spektre 
prekrijemo enega čez drugega, opazimo, da je višina bazne linije oziroma šuma 
sorazmerna deležu amorfnih komponent v liofilizatu. Na difraktogramu liofilizata, ki 
vsebuje samo saharozo, je ta šum še bolj jasno viden (Slika 17). To je tudi dokaz, da 
saharoza med liofilizacijo zares ostane popolnoma amorfna. 
 
Slika 17: XRD difraktogram liofilizata formulacije 6, ki vsebuje samo saharozo. 
Slika 18 prikazuje difraktograme liofilizatov formulacij s 4 % m/v manitola, 2 % m/v 
saharoze in različnimi koncentracijami proteina. Za lažje vrednotenje vpliva proteina na 
polimorfno obliko manitola v liofilizatih je za primerjavo dodan tudi difraktogram placeba. 
V difraktogramu placeba (Slika 18/P) lahko opazimo izrazite značilne vrhove manitol 
hemihidrata in vrhove δ oblike. Manjši vrh pri 17,3° bi lahko nakazoval na prisotnost α 
oblike, vendar ob odsotnosti ostalih značilnih vrhov α in glede na sliko difraktograma 
čistega MHH iz literature (Slika 12), lahko tudi ta vrh pripišemo hemihidratu. 
Difraktogram formulacije 4 z 10 mg/ml proteina (Slika 18/4) prav tako kaže na prisotnost δ 
oblike in hemihidrata, vendar sta za razliko od placeba vrhova pri 20,4° in 24,6°, ki 
pripadata δ višja, vrhova MHH pri 16,5° in 18,0° pa nižja. Tudi v formulaciji 2 s 30 mg/ml 
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proteina (Slika 18/2), smo zaznali δ polimorf in MHH. V primerjavi s formulacijo 4 z 10 
mg/ml proteina so tu vrhovi δ oblike približno enaki, vrhovi MHH pa vidno manjši. Na 
difraktogramu formulacije 5 s 60 mg/ml proteina (Slika 18/5) je opazen inhibitorni vpliv 
proteina na kristalizacijo manitola, saj so vrhovi veliko nižji kot pri ostalih formulacijah. 
Še vedno lahko zaznamo MHH in δ obliko, pri čemer pa je vrh, ki pripada MHH, celo 
večji kot pri formulaciji 2 s 30 mg/ml proteina. 
 
Slika 18: XRD difraktogrami liofilizatov formulacij s 4 % m/v manitola in 2 % m/v 
saharoze ter koncentracijami proteina 0 mg/ml (P), 10 mg/ml (4), 30 mg/ml (2) in 60 
mg/ml (5) po liofilizaciji v srednjem ciklu. 
Glede na zgornje rezultate lahko sklepamo, da je vpliv proteina na kristalizacijo manitola 
kompleksnejši od vpliva saharoze. Videti je, da je prisotnost proteina v nižjih 
koncentracijah favorizirala kristalizacijo manitola v δ obliko in zavirala nastanek manitol 
hemihidrata. V višji koncentraciji (60 mg/ml) pa je protein v večji meri inhibiral 
kristalizacijo δ oblike, zato je kristaliziralo več hemihidrata. 
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Vrhove MHH pri 9,7° in 18° smo integrirali s pomočjo programa za obdelavo podatkov 
Origin (OriginLab). Količina manitola v vseh liofilizatih ni enaka, zato smo izračunali tudi 
njegov delež v suhi snovi. Zaradi lažje relativne primerjave smo površine vrhov 
normalizirali glede na delež manitola v liofilizatu. Izračunane vrednosti (absolutne in 
normalizirane) so navedene v preglednici VII. Za lažjo predstavo o tem, kolikšen je delež 
hemihidrata relativno na delež δ oblike, smo izračunali tudi razmerje med površino vrha 
pri 9,7° in površino vrha pri 18,0°. Iz tega podatka seveda ne moremo natančno izračunati 
deleža ali razmerja med polimorfoma v liofilizatu, lahko pa ga vsaj približno ocenimo. 
Preglednica VII: Površine značilnih vrhov v XRD difraktogramih liofilizatov različnih 
formulacij. 
formu
-lacija 
M:S C(prot) 
[mg/ml] 
delež 
manitola 
v suhi 
snovi 
zaznane 
oblike v 
vzorcu 
vrh 9,6 + 9,7°  
(δ + MHH)  
vrh 18,0°  
(MHH) 
raz-
merje 
vrhov 
Abs. Nor. Abs. Nor. 
1 5:1 30 53,3 % δ 161,3 302,6 - - ∞ 
2 2:1 30 42,7 % δ, MHH 113,8 266,5 44,4 104,0 2,6 
3 1:1 30 32,0 % MHH, δ 75,0 234,4 88,7 277,2 0,8 
4 2:1 10 54,3 % δ, MHH 183,7 338,3 90,2 166,1 2,0 
5 2:1 60 32,3 % MHH, δ 81,2 251,4 60,2 186,4 1,3 
P 2:1 0 62,8 % MHH, δ 210,0 334,4 189,3 301,4 1,1 
  
V formulaciji 3 in placebu je večina manitola kristalizirala kot hemihidrat. Iz rezultatov je 
razvidno, da največ manitol hemihidrata vsebuje placebo, medtem ko ga je v formulaciji 3 
največ relativno glede na δ obliko. Vsebnost MHH je precej visoka tudi v formulacijah 5 in 
4, najmanjša pa v formulaciji 2. Le v formulaciji 1 hemihidrata nismo zaznali. Kolikšen 
delež manitola je ostal amorfen, težje ocenimo, vidimo pa, da je najnižji v formulaciji 4 in 
placebu, najvišji pa v formulacijah 3 in 5. Delež amorfnega manitola je torej obratno 
sorazmeren s celokupnim deležem manitola v suhi snovi. 
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Slika 19: Primerjava vpliva sestave formulacije – Ocena deleža posameznih oblik manitola 
v liofilizatih formulacij s proteinom (1-6) in placeba (P) glede na XRD difraktograme.  
 
Vpliv razmerja med manitolom in saharozo na kristalizacijo manitola je jasno viden (Slika 
19/1-3). Saharoza spodbuja nastajanje MHH, celokupno gledano pa zavira kristalizacijo. 
Najvišja vsebnost MHH v placebu kaže na to, da protein zavira kristalizacijo hemihidrata. 
Po drugi strani lahko opazimo, da višja koncentracija proteina zraven majhnega deleža 
manitola na splošno sicer zavira kristalizacijo manitola, toda favorizira kristalizacijo v 
obliki hemihidrata (Slika 19/3, 5). V literaturi zasledimo razlago, da amorfne komponente 
(saharoza in protein) zadržijo več vode, ki je posledično na voljo za kristalizacijo hidrata 
(31). To bi pojasnilo zakaj visok delež amorfnih komponent spodbuja kristalizacijo MHH. 
Po drugi strani pa nismo našli ustrezne razlage, na kakšen način protein v nižjih 
koncentracijah zavira kristalizacijo MHH in favorizira kristalizacijo δ oblike. Najverjetneje 
gre za interakcije molekul proteina z molekulami manitola. Kompleksen učinek 
koncentracije proteina bi torej lahko izviral iz kombinacije različnih vplivov proteina na 
kristalizacijo manitola. Pri nižji koncentraciji proteina in večjem deležu manitola tako bolj 
prevladuje en mehanizem, pri manjšem deležu manitola pa drug. Zavedati pa se moramo, 
da so ti vplivi najverjetneje odvisni tudi od same vrste proteina. 
4.3.2. Vrednotenje vplivov pogojev liofilizacije na kristalizacijo manitola 
Za proučevanje vplivov procesnih parametrov smo formulacijo 2 s 4 % manitola, 2 % 
saharoze in 30 mg/ml proteina liofilizirali pod različnimi pogoji.  
Primerjava na sliki 20 prikazuje vpliv temperature primarnega sušenja. Kot je razvidno iz 
slike, smo v vseh liofilizatih identificirali δ obliko, zaznali pa smo tudi prisotnost manitol 
hemihidrata. Difraktogrami vseh treh vzorcev so skoraj popolnoma enaki. To pomeni, da 
temperatura primarnega sušenja na kristalizacijo manitola ni imela nekega bistvenega 
1 2 3 4 5 P
amorfni
MHH
δ oblika 
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vpliva, čeprav se je temperatura produkta med sušenjem med vzorci kar precej razlikovala 
(-25,5 °C, -20,6 °C in -17,2 °C). 
 
Slika 20: XRD difraktogrami formulacije 2 po liofilizaciji v konzervativnem (a), 
srednjem(b) in agresivnem ciklu (c). 
 
Slika 21: XRD difraktogrami placebo formulacije po liofilizaciji v srednjem (zgoraj) in 
agresivnem ciklu (spodaj). 
Za primerjavo smo posneli tudi difraktograme placebo formulacije liofilizirane v srednjem 
in agresivnem ciklu (Slika 21). Kot smo ugotovili že pri proučevanju vpliva koncentracije 
proteina, je bila v liofilizatih placeba vsebnost MHH višja kot v liofilizatih formulacij s 
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proteinom. Pri placebu smo za razliko od formulacij s proteinom lahko opazili vpliv višje 
temperature primarnega sušenja na kristalizacijo. Vrhovi δ oblike pri placebu iz 
agresivnega cikla so namreč višji in to na račun manjšega deleža amorfnega manitola (nižji 
šum bazne linije). Sklepamo lahko, da je delež manitola, ki je po zamrzovanju in 
temperiranju na -20 °C ostal amorfen, kristaliziral med primarnim sušenjem. Ker smo bili 
pri XRD analizah omejeni s številom vzorcev, nismo imeli možnosti posneli difraktograma 
placebo formulacije iz konzervativnega cikla. 
 
Slika 22 prikazuje vpliv temperature sekundarnega sušenja. Po liofilizaciji v srednjem 
ciklu in sekundarnem sušenju na 30 °C smo v liofilizatu formulacije 2 zaznali δ obliko in 
manitol hemihidrat. Ko smo isto formulacijo liofilizirali v srednjem ciklu s temperaturo 
sekundarnega sušenja povišano na 45 °C, pa manitol hemihidrata nismo več zaznali. Ves 
MHH, ki je nastal med procesom, se je med sekundarnim sušenjem na 45 °C pretvoril v 
brezvodno obliko δ. 
 
Slika 22: XRD difraktogram formulacije 2 po liofilizaciji v srednjem ciklu s temperaturo 
sekundarnega sušenja 30 °C (b) in 45 °C (d). 
Učinek povišane temperature sekundarnega sušenja smo opazovali tudi na primeru placebo 
formulacij, ki po osnovnem srednjem ciklu vsebujejo višji delež manitol hemihidrata. 
Ugotovili smo, da po 7 h sekundarnega sušenja na 45 °C hemihidrata iz teh vzorcev ni bilo 
možno popolnoma odstraniti, se je pa njegova vsebnost vidno zmanjšala (Slika 23). 
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Slika 23: XRD difraktogrami placebo formulacije po liofilizaciji v srednjem ciklu s 
temperaturo sekundarnega sušenja 30 °C in 45 °C. 
 
Proučevali smo tudi vpliv temperiranja, in sicer v prvi vrsti vpliv prisotnosti oz. odsotnosti 
te faze, zraven tega pa še vpliv temperature. Primerjava difraktogramov liofilizatov 
formulacije 2 (4 % manitola, 2 % saharoze, 30 mg/ml proteina) je prikazana na sliki 24. 
 
Slika 24: XRD difraktogrami formulacije 2 po liofilizaciji v srednjem ciklu brez 
temperiranja ter s temperiranjem na -20 °C in -8 °C. 
 
V vzorcih iz cikla brez temperiranja, lahko zaznamo le δ obliko manitola. Vzorec, ki smo 
ga 2 h temperirali na -20 °C, vsebuje večinoma  δ obliko in nekaj manitol hemihidrata. 
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Vrhovi so v primerjavi z vzorcem, ki ni bil temperiran, višji, kar pomeni da je bila 
kristalizacija manitola v ciklu z dodano fazo temperiranja pričakovano bolj učinkovita. V 
vzorcu, ki smo ga temperirali 2 h pri -8 °C, lahko prav tako zaznamo večinoma δ obliko in 
nekaj manitol hemihidrata. V tem primeru je vrh δ oblike še višji kot pri vzorcu 
temperiranem na -20 °C. To pomeni, da je bila kristalizacija manitola učinkovitejša med 
temperiranjem na -8 °C kot pri temperiranju na -20 °C, razmerje med nastalim MHH in δ 
obliko pa manjše.  
Iz zgornjih rezultatov lahko sklepamo, da manitol hemihidrat med samim zamrzovanjem ni 
kristaliziral ampak je nastajal predvsem med fazo temperiranja. Najbolj zanimivo pri tem 
pa je, da je nastal tudi pri temperiranju na -8 °C, kar je temperatura pri kateri manitol 
hemihidrat sploh ni termodinamsko stabilen. 
 
Slika 25: XRD difraktogrami placebo formulacije po liofilizaciji v srednjem ciklu brez 
temperiranja ter s temperiranjem na -20 °C in -8 °C. 
Še bolj zanimiva je primerjava placebo vzorcev (Slika 25). Največ manitol hemihidrata je 
nastalo med temperiranjem na -20 °C, precej pa tudi v ciklu brez temperiranja in v ciklu s 
povišano TA. Količina δ oblike je obratno sorazmerna s količino MHH – v vzorcih, kjer je 
največ MHH, je najmanj δ oblike in obratno. Ob odsotnosti proteina, ki bi zaviral 
kristalizacijo, je manitol precej učinkovito kristaliziral tudi brez faze temperiranja. Razlika 
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med ne-temperiranim in temperiranim vzorcem je le ta, da je v prvem primeru kristaliziralo 
več δ oblike, med temperiranjem na -20 °C pa več MHH. Drugače pa je z vzorcem 
temperiranem na -8 °C. V tem primeru je kristaliziralo manj MHH in več δ oblike pa tudi 
nekaj β oblike, saj lahko opazimo majhne vrhove pri kotih 14,6° in 23,4° 2θ, ki jih v drugih 
vzorcih ne zaznamo. 
Da bi ugotovili, če ima faza temperiranja kakršen koli vpliv tudi na saharozo, smo za 
primerjavo v ciklu brez temperiranja liofilizirali še formulacijo 6. Ugotovili smo, da 
saharoza v obeh primerih ostane popolnoma amorfna, kar na XRD spektru vidimo kot šum 
brez izraženih vrhov (Slika 17). Faza temperiranja torej na saharozo nima nobenega vpliva.  
Tudi vzorcem formulacije 2 in placebo vzorcem iz različnih ciklov, pri katerih smo 
vrednotili vpliv procesnih parametrov, smo izmerili površine vrhov pri 9,7° in 18° 2θ 
(Preglednici VIII in IX). Ker je v tem primeru sestava formulacije v vseh vzorcih enaka, 
nam vrednosti površin vrhov ni potrebno normalizirati glede na delež manitola. Prav tako 
smo tudi tukaj izračunali razmerje površine vrhov pri 9,7° in 18°. 
Preglednica VIII: Površine značilnih vrhov v XRD difraktogramih liofilizatov formulacije 
2 iz različnih ciklov. 
vzorec cikel zaznane 
oblike v 
vzorcu 
vrh 9,6 + 9,7°  
(δ + MHH)  
vrh 18,0°  
(MHH) 
razmerje 
vrhov 
a konzervativni δ, MHH 126,7 41,9 3,0 
b srednji δ, MHH 113,8 44,4 2,6 
c agresivni δ, MHH 119,7 36,2 3,3 
d srednji s povišano TSD δ 109,0 - ∞ 
e srednji s povišano TA δ, MHH 145,5 27,8 5,2 
f srednji brez A δ 93,6 - ∞ 
Površine vrhov v liofilizatih iz konzervativnega, srednjega in agresivnega cikla se med 
seboj le malo razlikujejo, lahko pa opazimo, da je vsebnost MHH v vzorcu iz agresivnega 
cikla najnižja. Lahko da gre za napako pri določanju površine vrha, možno pa je tudi, da je 
manjši delež MHH v liofilizatih iz konzervativnega in srednjega cikla kristaliziral še med 
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primarnim sušenjem, ko je bila Tp pod -20 °C, ne pa tudi v liofilizatu iz agresivnega cikla, 
saj je bila Tp nad -20 °C in je zato med primarnim sušenjem kristalizirala le δ oblika. Če bi 
hemihidrat res kristaliziral med primarnim sušenjem, bi to lahko pojasnilo tudi nastanek 
MHH v vzorcu iz cikla s povišano TA. Glede na podatke iz literature namreč pri 
kristalizaciji na -8 °C MHH ne nastaja (26,33). Če bi to držalo, bi MHH lahko kristaliziral 
med primarnim sušenjem tudi v vzorcu iz cikla brez temperiranja, vendar se to ni zgodilo. 
Res pa je, da je bila Tp med primarnim sušenjem v tem primeru nad -20 °C, kar bi lahko 
bil razlog zakaj MHH ni kristaliziral. 
Preglednica IX: Površine značilnih vrhov v XRD difraktogramih liofilizatov placebo 
formulacije iz različnih ciklov. 
vzorec cikel zaznane 
oblike v 
vzorcu 
vrh 9,6+9,7°  
(δ + MHH)  
vrh 18,0°  
(MHH) 
vrh 14,6° 
(β) 
raz-
merje 
vrhov 
P(b) srednji  MHH, δ 210,0 189,3 - 1,1 
P(c) agresivni δ, MHH 202,8 214,6 - 0,9 
P(d) srednji s povišano TSD δ, MHH 210,8 68,5 - 3,1 
P(e) srednji s povišano TA δ, MHH, β 207,0 136,7 13,9 1,5 
P(f) srednji brez A δ, MHH 199,0 158,0 - 1,3 
Pri liofilizatih placebo formulacije se je vsebnost manitol hemihidrata z višjo temperaturo 
primarnega sušenja povišala, kar je ravno obratno, kot smo lahko opazili pri liofilizatih 
formulacije 2. Placebo vzorcem sicer med liofilizacijo nismo merili Tp, a iz podatkov, ki 
jih imamo, lahko ugotovimo, da se je Tp med primarnim sušenjem nižala z nižjo 
vsebnostjo proteina. To bi lahko pomenilo, da je bila Tp v placebo vzorcih tudi v 
agresivnem ciklu nižja od -20 °C, kar je očitno mejna temperatura, pod katero nastaja 
hemihidrat. To potrjuje teorijo, da manitol hemihidrat kristalizira tudi med primarnim 
sušenjem pod -20 °C. Sklepamo lahko tudi, da je bila Tp placebo vzorca iz cikla brez 
temperiranja prav tako nižja od -20 °C in je zato tudi v tem vzorcu MHH lahko kristaliziral 
med primarnim sušenjem. Seveda pa ne moremo izključiti možnosti, da ob odsotnosti 
proteina, ki bi zaviral kristalizacijo, MHH kristalizira že med samim zamrzovanjem.  
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Primerjava ocenjenih deležev posameznih oblik manitola v liofilizatih iz različnih ciklov je 
prikazana na slikah 26 in 27. V splošnem lahko povzamemo, da manitol hemihidrat 
kristalizira v temperaturnem območju med Tg' in -20 °C. Kristalizacija je z višanjem 
temperature hitrejša in učinkovitejša, nad -20 °C pa se ustavi. Glede na rezultate lahko 
sklepamo, da v prisotnosti proteina MHH nastaja predvsem med temperiranjem in med 
primarnim sušenjem pri Tp do -20 °C. S sekundarnim sušenjem na 45 °C smo v vzorcih s 
proteinom odstranili MHH, v placebo vzorcih pa se je njegova vsebnost znižala za več kot 
60 % v primerjavi z vzorci sušenimi na 30 °C. 
 
Slika 26: Primerjava vpliva procesnih parametrov – Ocena deleža posameznih oblik 
manitola v liofilizatih formulacije 2 glede na XRD; a-konzervativni cikel, b-srednji cikel, 
c-agresivni cikel, d-srednji cikel s povišano TSD, e-srednji cikel s povišano TA, f-srednji 
cikel brez temperiranja. 
 
Slika 27: Primerjava vpliva procesnih parametrov – Ocena deleža posameznih oblik 
manitola v liofilizatih placebo formulacije glede na XRD; P(b)-srednji cikel, P(c)-agresivni 
cikel, P(d)-srednji cikel s povišano TSD, P(e)-srednji cikel s povišano TA, P(f)-srednji cikel 
brez temperiranja. 
 
4.4. Termična analiza – DSC 
Z metodo DSC smo liofilizate analizirali v štirih korakih: ohlajanje do -30 °C, prvo 
segrevanje do 120 °C, ponovno ohlajanje do -30 °C in drugo segrevanje do 230 °C. 
Pričakovali smo, da bo pri prvem segrevanju na termogramu viden endotermni vrh, če bo v 
a b c d e f
amorfen
MHH
δ 
P(b) P(c) P(d) P(e) P(f)
amorfen
MHH
δ 
β 
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vzorcu prisoten manitol hemihidrat. Različni termični dogodki so se včasih prekrivali, zato 
iz termograma nismo uspeli vedno razbrati želenih informacij. Pri nekaterih vzorcih je že 
med prvim segrevanjem viden steklast prehod (če se pojavi pri nižjih T). Pri drugem 
ohlajanju in segrevanju je steklast prehod viden pri vseh vzorcih. Taljenje manitola je na 
termogramu opazno med 115 in 170 °C, taljenje saharoze pa nad 185 °C. DSC termogrami 
posameznih vzorcev so prikazani v Priloga 3: Termogrami vzorcev posneti z metodo DSC 
4.4.1. Dehidracija manitol hemihidrata 
Dehidracijo hemihidrata na termogramu vidimo kot endotermni vrh pri približno 70 °C. 
Najbolj razločno lahko ta dogodek vidimo na termogramih placebo vzorcev, kjer je 
vsebnost MHH najvišja. Razločno lahko vidimo tudi kristalizacijo v δ obliko, ki sledi 
dehidraciji. S primerjavo placebo vzorcev med različnimi cikli lahko podobno kot pri XRD 
sklepamo na vpliv procesnih parametrov na kristalizacijo manitola. Na sliki 28 lahko 
vidimo zmanjšanje vsebnosti MHH v placebo vzorcu iz cikla s povišano TSD. 
 
Slika 28: DSC (prvo segrevanje) – Primerjava placebo vzorca iz srednjega cikla (modra 
črta) in srednjega cikla s povišano TSD (rdeča črta). 
Ob prisotnosti proteina je dehidracija manitol hemihidrata na termogramu slabše vidna. V 
vzorcih z majhno vsebnostjo MHH (vsi vzorci formulacije 2) na termogramu ne moremo 
zaznati razločnega endotermnega vrha. Pri formulaciji s 60 mg/mL proteina namesto tega 
vidimo celo eksotermni vrh (Slika 29). Podoben eksotermni vrh vidimo tudi pri formulaciji 
brez manitola (Slika 30). Ugotovili smo, da se endotermni dogodek dehidracije MHH 
prekriva z eksotermnim dogodkom, ki je povezan s proteinom. Lahko da gre za 
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denaturacijo in agregacijo proteina, do katere pride pri podobno visokih temperaturah (38). 
Zaradi tega je dehidracija MHH razločno vidna le pri vzorcih z nizko vsebnostjo proteina 
(Slika 29) in pri vzorcih z visoko vsebnostjo MHH, npr. pri formulaciji z razmerjem 
manitol:saharoza = 3:3 (Slika 30). 
 
Slika 29: DSC (prvo segrevanje) – Primerjava vzorcev z različno vsebnostjo proteina.  
 
Slika 30: DSC (prvo segrevanje) – Primerjava vzorcev z različnim razmerjem med 
manitolom in saharozo.  
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4.4.2. Temperatura steklastega prehoda  
Preglednica X: Temperature steklastega prehoda določene z DSC. 
Cikel Formulacija Prvo segrevanje Drugo segrevanje 
Tg (prevoj) 
[°C] 
ΔCp 
[J/gK] 
Tg (prevoj) 
[°C] 
ΔCp 
[J/gK] 
konzervativni 2 * * 59,5 0,27 
konzervativni P * * 14,3 0,20 
srednji 1 * * 62,5 0,14 
srednji 2 * * 58,6 0,28 
srednji 3 43,6 0,08 49,0 0,36 
srednji 6 * * 72,1 0,50 
srednji 4 * * 44,8 0,28 
srednji 5 * * 61,4 0,14 
srednji P * * 20,1 0,28 
srednji S 30,9 0,72 ** ** 
agresivni 2 * * 57,7 0,32 
agresivni P * * 23,1 0,25 
srednji, povišana TSD 2 * * 62,8 0,28 
srednji, povišana TSD P * * 37,9 0,26 
srednji, povišana TA 2 * * 57,7 0,32 
srednji, povišana TA P * * 25,9 0,28 
srednji, brez A 2 28,0 0,33 58,6 0,40 
srednji, brez A 6 * * 75,8 0,48 
srednji, brez A P * * 28,8 0,25 
srednji, brez A S 46,7 0,66 ** ** 
* Tg s termograma ni bilo možno določiti 
** Saharoza je med prvim segrevanjem kristalizirala, zato pri drugem segrevanju ne vidimo stekl. prehoda 
Iz rezultatov lahko jasno vidimo, da protein zvišuje Tg (Slika 31). Če med sabo 
primerjamo formulacije 1-3 in 6, ugotovimo, da ima najvišji Tg liofilizat formulacije s 
saharozo. Pri ostalih formulacijah opazimo vpliv prisotnosti manitola. Večji kot je delež 
amorfnega manitola, nižja je Tg. Delež amorfnega manitola pa je višji, če je razmerje M:S 
nižje. Na Tg vpliva tudi vsebnost rezidualne vode, ki je višja v liofilizatih z večjim 
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deležem amorfnega materiala. Liofilizat iz cikla s povišano temperaturo sekundarnega 
sušenja ima pričakovano manjšo vsebnost vode in zato višji Tg. Temperatura primarnega 
sušenja ni pomembno vplivala na kristalizacijo in s tem na delež amorfnega manitola, zato 
sta tudi vsebnost vode in Tg primerljiva. Povišana temperatura faze temperiranja prav tako 
ni imela pomembnega učinka na Tg. Liofilizat iz cikla brez temperiranja ima najvišji 
amorfni delež in najnižjo Tg med vzorci s proteinom, zato smo njegov steklast prehod 
lahko videli že med prvim segrevanjem (Slika 32). Nižjo Tg so imeli le še placebo vzorci. 
 
Slika 31: DSC – Primerjava vzorcev z različno vsebnostjo proteina in vpliv na Tg. 
 
Slika 32: DSC – Primerjava vpliva temperiranja; pri liofilizatu iz cikla brez temperiranja je 
zaradi velikega deleža amorfnega manitola steklasti prehod jasno viden že med prvim 
segrevanjem.  
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4.4.3. Taljenje manitola in saharoze 
Taljenje manitola smo na termogramu videli med 115 in 170 °C, taljenje saharoze pa nad 
180 °C (Sliki 33 in 34). Najprej lahko vidimo taljenje δ oblike, kateremu običajno sledi 
rekristalizacija v drugo brezvodno obliko, nato pa vidimo še taljenje te oblike. Na 
termogramu sta v tem primeru vidna dva ločena endotermna vrhova, ki pa se včasih 
stikata. 
 
Slika 33: DSC – Primerjava vzorcev z različnim razmerjem M:S (taljenje manitola in 
saharoze). 
 
Slika 34: DSC – Primerjava vzorcev z različno vsebnostjo proteina (taljenje manitola).   
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4.5. Vsebnost rezidualne vode v vzorcih 
Tabela XI: Vsebnost rezidualne vode v vzorcih, določena s Karl-Fischer titracijo. 
Cikel Formulacija Vsebnost 
vode [%] 
MHH 
(površina 
vrha) 
Manitol 
[%] 
Saharoza 
[%] 
Protein 
[mg/mL] 
1 konzervativni 4,0 2,0 30 0,46 41,9 
2 srednji 5,0 1,0 30 0,20 0 
2 srednji 4,0 2,0 30 0,42 44,4 
3 srednji 3,0 3,0 30 0,95 88,7 
3 srednji 0,0 6,0 30 0,47 0 
4 srednji 4,0 2,0 10 0,67 90,2 
4 srednji 4,0 2,0 60 0,95 60,2 
5 agresivni 4,0 2,0 30 0,52 36,2 
6 srednji, povišana TSD 4,0 2,0 30 0,17 0 
7 srednji, povišana TA 4,0 2,0 30 0,55 27,8 
8 srednji, brez A 4,0 2,0 30 0,39 0 
8 srednji, brez A 0,0 6,0 30 0,69 0 
Vsebnost vode je bila v vseh vzorcih nižja od 1 % (m/m), kar je z vidika kakovosti 
liofilizata sprejemljiva vrednost in pomeni, da je bilo sušenje učinkovito. Rezidualna voda 
se v produktu po liofilizaciji nahaja v amorfnem matriksu in pa vezana v hidrat. Zaradi 
tega je pričakovano, da bo vsebnost vode odvisna predvsem od deleža amorfnih 
komponent in vsebnosti manitol hemihidrata. To je razvidno tudi iz rezultatov. Najvišjo 
vsebnost rezidualne vode smo izmerili vzorcu z visoko koncentracijo proteina in vzorcu z 
najnižjim razmerjem med manitolom in saharozo. Oba vzorca vsebujeta tako visok delež 
amorfnih komponent (saharoze in proteina) kot tudi visok delež manitol hemihidrata, v 
katerem voda predstavlja 4,7 % (m/m). Najnižjo vsebnost rezidulne vode smo izmerili 
vzorcu iz cikla s povišano temperaturo sekundarnega sušenja in v vzorcu z najvišjim 
deležem manitola. 
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4.6. Vrstična elektronska mikroskopija 
Z vrstičnim elektronskim mikroskopom smo posneli slike liofilizatov ob strani in na dnu 
pogače. Ugotovili smo, da ima večina liofilizatov bolj ali manj homogeno porozno 
strukturo, pri nekaterih se morfologija vzdolž viale rahlo spreminja. Prikazane so le slike 
posnete ob strani na približno polovični višini pogače. 
4.6.1. Vpliv procesnih parametrov na morfologijo liofilizata 
 
 
 
Slika 35: Slike liofilizatov formulacije 2 posnete s SEM na 250x (levo) in 650x povečavi 
(desno); a-konzervativni, b-srednji in c-agresivni cikel. 
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Če primerjamo strukture liofilizatov na sliki 35, lahko vidimo, da je morfologija podobna, 
opazimo pa razlike v velikosti por. Pore so pri liofilizatu iz konzervativnega cikla velikosti 
10-20 μm (Slika 35/a). V liofilizatu iz srednjega cikla se velikost por povečuje proti vrhu 
pogače (Slika 35/b) – pri dnu so pore manjše, podobne kot v konzervativnem ciklu, pri 
vrhu pogače pa večje, podobno kot v agresivnem ciklu. V liofilizatu iz agresivnega cikla so 
pore velike tudi do 40 μm (Slika 35/c). Struktura v liofilizatih iz srednjega in agresivnega 
cikla izgleda tudi veliko manj urejena kot v tistem iz konzervativnega cikla. Na nekaterih 
slikah izgleda, kot da so nekateri deli pogače odlomljeni. Glede na to, da so bili pogoji 
zamrzovanja v vseh treh ciklih enaki, sklepamo, da je med sušenjem pri višjih 
temperaturah prišlo do delnega kolapsa amorfnega dela pogače ter s tem do večanja por. 
 
Slika 36: Slika liofilizata formulacije 2 posneta s SEM na 250x (levo) in 650x povečavi 
(desno); d-srednji cikel s povišano TSD. 
Pri primerjavi liofilizatov iz ciklov z različnimi temperaturami sekundarnega sušenja (Slika 
35/b in Slika 36/d) ne najdemo bistvenih razlik v morfologiji liofilizatov. Lahko sklepamo, 
da višja temperatura sekundarnega sušenja ni vplivala na strukturo. 
Na sliki 37 sta prikazani morfologiji liofilizatov iz cikla brez temperiranja in cikla s 
povišano temperaturo temperiranja. Liofilizat, ki ni bil podvržen fazi temperiranja, ima 
pore velikosti okrog 10 μm, kar je najmanj v primerjavi z liofilizati iz vseh ostalih ciklov 
(Slika 37/e). To je pričakovano, saj vemo, da med temperiranjem prihaja do preureditve in 
t.i. Ostwaldove rasti, kjer večji kristali ledu rastejo na račun manjših (10). Liofilizat, ki je 
bil temperiran na -8 °C, nima bistveno drugačne morfologije od liofilizatov iste 
formulacije temperiranih na -20 °C. Opazimo lahko podobno urejeno strukturo, z 
velikostjo por med 20 in 30 μm ter izrazito ostrimi, nazobčanimi robovi (Slika 37/f).  
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Slika 37: Slike liofilizatov formulacije 2 posnete s SEM na 250x (levo) in 650x povečavi 
(desno); e-srednji cikel brez temperiranja, f-srednji cikel s povišano TA. 
 
 
 
Slika 38: Sliki liofilizatov formulacije 6 posneti s SEM na 650x povečavi po srednjem 
ciklu s temperiranjem na -20 °C (levo) in srednjem ciklu brez temperiranja (desno).  
Vpliv temperiranja smo opazovali tudi na liofilizatih formulacije 6, ki vsebujejo samo 
saharozo (Slika 38). Velikost por je tako po srednjem ciklu s temperiranjem na -20 °C kot 
tudi po srednjem ciklu brez temperiranja večja kot pri formulacijah s kombinacijo manitola 
in saharoze. V vzorcu, ki ni bil temperiran, lahko dobro vidimo zaobljene robove in videz 
delno staljene strukture, ki je posledica viskoznega toka, do katerega pride med sušenjem 
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nad Tg'. Pri tem se pore združujejo in večajo, posledično pa lahko pride tudi do popolnega 
kolapsa. Vzorec, ki je bil temperiran na -20 °C, ima podobno velike pore, vendar so robovi 
videti malenkost ostrejši in ne tako zaobljeni. Opazimo tudi znake mikrokolapsa, vendar 
malo manj izrazito kot pri netemperiranem vzorcu. Lahko sklepamo, da je v tem primeru 
prišlo do večanja por oz. kristalov ledu že med temperiranjem, zaradi česar sta upor in 
temperatura produkta med sušenjem nižja. Tudi padec električne upornosti med primarnim 
sušenjem je bil le okrog 2 %, kar kaže na to, da do večjega kolapsa pogače med sušenjem 
ni prišlo. Smo pa pri obeh vzorcih opazili kolabirano strukturo pri vrhu pogače, kjer je bilo 
videti skoraj popolnoma zalite pore (slike niso prikazane). 
Vpliv temperiranja na morfologijo liofilizata je torej jasno viden pri formulacijah, ki 
vsebujejo kristalizirajočo komponento – manitol. Pri formulacijah s saharozo, ki ne 
kristalizira, pa je vpliv temperiranja manj jasno izražen. 
4.6.2. Vpliv sestave formulacije na morfologijo liofilizata 
 
 
Slika 39: Slike liofilizatov formulacije z M:S=5:1 (1) in M:S=3:3 (3) posnete s SEM po 
liofilizaciji v srednjem ciklu na 250x povečavi (levo) in 650x povečavi (desno).  
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Slika 40: Slike liofilizatov formulacij z različno koncentracijo proteina posnete s SEM po 
liofilizaciji v srednjem ciklu na 250x povečavi (levo) in 650x povečavi (desno); P-placebo 
formulacija, 4-10 mg/mL proteina, 2-30 mg/mL proteina in 5-60 mg/mL proteina.  
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Na sliki 39 lahko vidimo primerjavo med vzorcema z različnim razmerjem med manitolom 
in saharozo. Na prvi pogled ni videti velikih razlik v morfologiji liofilizatov, če pa 
pogledamo podrobneje, lahko opazimo, da so v tistem z več manitola robovi bolj 
nazobčani in ostri (Slika 39/1), v tistem z več saharoze pa bolj gladki in zaobljeni (Slika 
39/3). Velikost por je v obeh primerih približno enaka, le da je v liofilizatu z več manitola 
manj homogena – proti dnu viale opazimo manjše pore (slika ni prikazana). Lahko da je to 
tudi razlog za razliko v temperaturi produkta med primarnim sušenjem, ki je med 
omenjenima vzorcema znašala okrog 3 °C. 
Glede na različne deleže amorfnih in kristalizirajočih komponent smo pričakovali večje 
razlike v strukturi in velikosti por. Predvidevamo, da so razlike v morfologiji med 
liofilizati manjše zaradi dodane faze temperiranja, ki poenoti velikost kristalov ledu in 
omogoči zadostno kristalizacijo manitola. S pomočjo XRD analize smo ugotovili, da se je 
oblika kristalnega manitola v zgoraj prikazanih vzorcih precej razlikovala. Liofilizat 
formulacije 1 je vseboval le δ obliko, liofilizat formulacije 3 pa večinoma manitol 
hemihidrat. Kot vidimo, polimorfna oblika manitola ni imela bistvenega vpliva na samo 
morfologijo liofilizata. 
Protein ima bolj opazen vpliv na strukturo liofilizata (Slika 40). Pri placebo formulaciji 
brez proteina smo opazili znake mikrokolapsa, kot so taljenje pogače ter številne manjše 
razpoke in luknje. Plasti matriksa izgledajo izredno tanke in krhke, struktura pa je 
neurejena (Slika 40/P). Podobno morfologijo, le da z manj razpokami in luknjami, 
opazimo tudi pri formulaciji 4 z 10 mg/ml proteina. Pore so v tem vzorcu malenkost bolj 
jasno definirane, vendar je struktura še vedno precej neurejena (Slika 40/4). Pri formulaciji 
2 s 30 mg/ml proteina struktura ni več luknjasta, le nalomljena (Slika 40/2). Pore so 
podobne velikosti, kot v prejšnjem vzorcu, proti vrhu pogače pa so večje. Vzorec z najvišjo 
vsebnostjo proteina ima vidno debelejše plasti matriksa in večje pore. Struktura kljub nekaj 
razpokam deluje bolj kompaktna, njena površina pa je bolj gladka kot pri ostalih vzorcih 
(Slika 40/5). Iz slik lahko dokaj jasno vidimo, kakšen vpliv na morfologijo liofilizata ima 
zvišanje Tg' ob dodatku proteina in da pride pri placebo formulacijah hitreje do kolapsa 
pogače. 
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4.7. Merjenje specifične površine z BET 
Preglednica XII: Specifična površina liofilizatov izmerjena z metodo BET. 
Cikel Formulacija Specifična 
površina 
[m
2
/g] 
STD 
[m
2
/g] Manitol 
[%] 
Saharoza 
[%] 
Protein 
[mg/mL] 
konzervativni 4 2 30 1,722 0,028 
srednji 5 1 30 2,099 0,034 
srednji 4 2 30 1,796 0,018 
srednji 3 3 30 1,215 0,015 
srednji 0 6 30 1,104 0,032 
srednji 4 2 10 1,743 0,022 
srednji 4 2 60 1,177 0,018 
srednji 4 2 0 2,330 0,026 
agresivni 4 2 30 2,092 0,030 
agresivni 4 2 0 2,302 0,025 
srednji, povišana TSD 4 2 30 1,892 0,012 
srednji, povišana TSD 4 2 0 2,329 0,038 
srednji, povišana TA 4 2 30 2,072 0,021 
srednji, povišana TA 4 2 0 1,786 0,023 
srednji, brez A 4 2 30 1,837 0,026 
srednji, brez A 0 6 30 1,125 0,014 
srednji, brez A 4 2 0 1,736 0,019 
Vrednost specifične površine je bila glede na SEM pričakovano najvišja pri liofilizatu 
placebo formulacije, z višjo vsebnostjo proteina pa se je zmanjševala. Opazili smo tudi, da 
so imeli liofilizati z višjim deležem manitola večjo specifično površino, ki se je 
zmanjševala z večanjem deleža saharoze. To je bilo na SEM slikah manj opazno, je pa 
skladno z izmerjenimi Tp med primarnim sušenjem, ki so bile višje ravno pri vzorcih z 
največ manitola. Zanimivo je, da ima liofilizat iz agresivnega cikla višjo specifično 
površino kot tista iz konzervativnega in srednjega cikla, čeprav je bilo iz SEM slik videti, 
da so v tem vzorcu pore večje. Možno je, da so v strukturi zaradi agresivnih pogojev 
sušenja nastale razpoke nanometerskih velikosti, ki na slikah niso vidne. Povišana 
temperatura sekundarnega sušenja je le malenkost zvišala specifično površino liofilizata, 
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najverjetneje je med sušenjem in pretvorbi manitol hemihidrata v brezvodno obliko 
prihajalo do nastanka dodatnih razpok v materialu. Pričakovali smo, da bo ob odsotnosti 
temperiranja specifična površina liofilizata veliko večja, saj so pore v vzorcu dosti manjše, 
vendar je približno enaka, pri placebu pa celo manjša. Zanimivo je tudi, da je specifična 
površina večja pri liofilizatih temperiranih na višji temperaturi. Vzrok za to bi lahko bila 
razporeditev por. Pri manjših porah je v vzorcu namreč večje število takih, ki so zaprte in 
teh tudi s plinsko BET analizo ne moremo izmeriti. Po drugi strani so večje pore veliko 
bolj povezane med sabo in zato izmerimo višjo specifično površino. 
4.8. Merjenje rekonstitucijskega časa 
Preglednica XIII: Izmerjeni rekonstitucijski časi liofilizatov s proteinom. 
Cikel Formulacija trec [s] Opombe 
konzervativni 2 20 s / 
srednji 1 40 s / 
srednji 2 40 s / 
srednji 3 40 s / 
srednji 4 30 s Takoj po dodatku vode smo opazili plavajoče 
delce, ki so se hitro raztopili 
srednji 5 40 s Raztopina je bila precej motna 
srednji 6 20 s / 
agresivni 2 30 s / 
srednji, povišana TSD 2 20 s / 
srednji, povišana TA 2 30 s / 
srednji, brez A 2 60 s Daljši trec zaradi delca, ki se je držal dna viale 
srednji, brez A 6 20 s / 
Čas rekonstitucije pri nobenem vzorcu ni bil daljši od 1 min, kar pri liofilizatih s proteinom 
velja za zelo kratek čas. V praksi so pri liofilizatih s proteinom kratki časi rekonstitucije 
zaželeni in zato so s tega vidika vsi vzorci sprejemljive kakovosti. V našem primeru na 
podlagi dobljenih rezultatov ne moremo sklepati na kakršnekoli vplive formulacije ali 
procesnih parametrov na rekonstitucijski čas. 
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5. SKLEP 
V magistrski nalogi smo proučevali vplive sestave formulacije in procesnih parametrov na 
kristalizacijo manitola med liofilizacijo formulacij s proteinsko učinkovino, ki kot 
stabilizator vsebujejo saharozo kot polnilo pa manitol. S pomočjo XRD smo lahko 
učinkovito identificirali manitol hemihidrat in ostale polimorfe manitola v liofilizatih. Tudi 
z DSC smo lahko zaznali manitol hemihidrat, vendar je prisotnost proteina zvišala prag 
zaznave zaradi prekrivajočih se termičnih efektov. Iz naših ugotovitev lahko povzamemo 
naslednje: 
 Vsi liofilizati so vsebovali brezvodno δ obliko manitola, v večini vzorcev pa je bil 
prisoten tudi manitol hemihidrat. Le v enem placebu vzorcu smo zraven δ in MHH 
zaznali še manjši delež β oblike. 
 Ko je bil manitol prisoten kot večinska komponenta, je kristalizirala predvsem 
brezvodna δ oblika. Visok delež amorfnih komponent (saharoze in proteina), ki v 
matriksu zadržijo več vode, je spodbujal kristalizacijo MHH, obenem pa zaviral 
kristalizacijo brezvodnih oblik manitola. Količina manitola, ki je po liofilizaciji 
ostal amorfen, je bila obratno sorazmerna s celokupnim deležem manitola v 
formulaciji. 
 Največ MHH smo zaznali v liofilizatih placebo formulacije, saj je protein v 
koncentraciji do 30 mg/mL zaviral kristalizacijo MHH in favoriziral kristalizacijo δ 
oblike. Višja koncentracija proteina (60 mg/mL) in posledično nižji celokupni delež 
manitola pa sta favorizirala kristalizacijo MHH. 
 Višja TA je spodbujala kristalizacijo brezvodnih oblik manitola in zavirala 
kristalizacijo MHH. Ob odsotnosti faze temperiranja v liofilizatih s proteinom nismo 
zaznali MHH, kristaliziralo pa je tudi občutno manj δ oblike. Razlog za to je 
najverjetneje prisotnost proteina, ki zavira kristalizacijo med samim zamrzovanjem, 
med PD pa kristalizira predvsem δ oblika. TPD ni imela bistvenega vpliva na 
kristalizacijo manitola. 
 S povišano temperaturo sekundarnega sušenja smo lahko nastali manitol hemihidrat 
učinkovito pretvorili v stabilno brezvodno δ obliko. S sekundarnim sušenjem 7 h na 
45 °C smo odstranili ves nastali MHH v vzorcih s proteinom, v placebo vzorcih, ki 
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so vsebovali občutno več MHH, pa se je njegova vsebnost po sušenju na 45 °C 
znižala za več kot 60 % v primerjavi s sušenjem na 30 °C.  
 Prisotnost proteina je zvišala Tg amorfnega stekla s saharozo, prisotnost amorfnega 
manitola pa je Tg znižala. Tudi rezidualna voda znižuje Tg, saj deluje kot 
plastifikator, zato je bila višina Tg sorazmerna z njeno vsebnostjo. Vsebnost 
rezidualne vode v liofilizatih se je povečevala z večjim deležem amorfnih 
komponent in višjo vsebnostjo manitol hemihidrata.  
Dobljeni rezultati predstavljajo dobro podlago za načrtovanje procesa liofilizacije 
formulacij s proteinsko učinkovino, pri katerih kot polnilo uporabimo manitol in se želimo 
izogniti prisotnosti hemihidrata v končnem produktu. Za boljše razumevanje pomena 
kristalizacije manitola in prisotnosti hemihidrata za kakovost produkta, bi bilo smiselno 
raziskati še aktivnost proteina v vzorcih takoj po liofilizaciji in po shranjevanju. Vzorce, ki 
so vsebovali manitol hemihidrat, smo s tem namenom poslali še na preverjanje stabilnosti, 
kar pa je že izven obsega te magistrske naloge. 
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7. PRILOGE 
 Priloga 1: Načrt poteka liofilizacijskih ciklov  
 Priloga 2: Procesni grafi izvedenih liofilizacijskih ciklov 
 Priloga 3: Termogrami vzorcev posneti z metodo DSC 
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7.1. Priloga 1: Načrt poteka liofilizacijskih ciklov 
Preglednica XIV: Potek konzervativnega cikla. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 00:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Annealing 00:20 -20 1,0 atm OFF OFF 
7 Annealing 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:20 -40 -1,0 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 01:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 00:25 -15 1,0 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 49:30 -15 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sekundarno sušenje 00:01 -15 0,0 0,14 1,65 5 
15 Sekundarno sušenje 00:14 -15 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sekundarno sušenje 01:30 30 0,5 0,14 1,65 OFF 
17 Sekundarno sušenje 07:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
 
Preglednica XV: Potek srednjega cikla. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 06:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Annealing 00:20 -20 1,0 atm OFF OFF 
7 Annealing 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:20 -40 -1,0 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 00:45 5 1,0 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 21:40 5 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sekundarno sušenje 00:01 5 0,0 0,14 1,65 5 
15 Sekundarno sušenje 00:14 5 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sekundarno sušenje 00:50 30 0,5 0,14 1,65 OFF 
17 Sekundarno sušenje 07:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
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Preglednica XVI: Potek agresivnega cikla. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 06:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Annealing 00:20 -20 1,0 atm OFF OFF 
7 Annealing 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:20 -40 -1,0 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 01:00 20 1,0 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 16:30 20 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sekundarno sušenje 00:01 20 0,0 0,14 1,65 5 
15 Sekundarno sušenje 00:14 20 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sekundarno sušenje 00:20 30 0,5 0,14 1,65 OFF 
17 Sekundarno sušenje 07:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
 
Preglednica XVII: Potek srednjega cikla s povišano TSD. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 06:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Annealing 00:20 -20 1,0 atm OFF OFF 
7 Annealing 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:20 -40 -1,0 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 00:45 5 1,0 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 21:40 5 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sekundarno sušenje 00:01 5 0,0 0,14 1,65 5 
15 Sekundarno sušenje 00:14 5 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sekundarno sušenje 01:20 45 0,5 0,14 1,65 OFF 
17 Sekundarno sušenje 07:00 45 0,0 0,14 1,65 OFF 
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Preglednica XVIII: Potek srednjega cikla s povišano TA. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 06:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Annealing 00:32 -8 1,0 atm OFF OFF 
7 Annealing 02:00 -8 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:32 -40 -1,0 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 00:45 5 1,0 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 21:40 5 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sekundarno sušenje 00:01 5 0,0 0,14 1,65 5 
15 Sekundarno sušenje 00:14 5 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sekundarno sušenje 00:50 30 0,5 0,14 1,65 OFF 
17 Sekundarno sušenje 07:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
 
Preglednica XIX: Potek srednjega cikla brez temperiranja. 
KORAK ČAS 
(hh:min) 
T (°C) HITROST 
(°C/min) 
TLAK 
(mbar) 
VARNOSTNI 
TLAK (mbar) 
ΔT (°C) 
1 Nalaganje  20   OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:25 -5 -1,0 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 06:30 -5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 00:35 -40 -1,0 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Primarno sušenje 00:01 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
7 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
8 Primarno sušenje 00:45 5 1,0 0,14 1,65 OFF 
9 Primarno sušenje 21:40 5 0,0 0,14 1,65 OFF 
10 Sekundarno sušenje 00:01 5 0,0 0,14 1,65 5 
11 Sekundarno sušenje 00:14 5 0,0 0,14 1,65 5 
12 Sekundarno sušenje 00:50 30 0,5 0,14 1,65 OFF 
13 Sekundarno sušenje 07:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
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7.2. Priloga 2: Procesni grafi izvedenih liofilizacijskih ciklov 
 
Slika 41: Procesni graf konzervativnega cikla s formulacijo 2. 
 
 
Slika 42: Procesni graf srednjega cikla s formulacijama 1 in 2. 
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Slika 43: Procesni graf srednjega cikla s formulacijama 3 in 6. 
 
 
Slika 44: Procesni graf srednjega cikla s formulacijama 4 in 5. 
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Slika 45: Procesni graf agresivnega cikla s formulacijo 2. 
 
 
Slika 46: Procesni graf  srednjega cikla s povišano temperaturo sekundarnega sušenja s 
formulacijo 2. 
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Slika 47: Procesni graf srednjega cikla s povišano temperaturo faze temperiranja s 
formulacijo 2. 
 
 
Slika 48: Procesni graf srednjega cikla brez faze temperiranja s formulacijama 2 in 6. 
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7.3. Priloga 3: Termogrami vzorcev posneti z metodo DSC 
 
Slika 49: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po konzervativnem ciklu. 
 
 
 
Slika 50: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije po konzervativnem ciklu. 
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Slika 51: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 1 po srednjem ciklu. 
 
 
 
Slika 52: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po srednjem ciklu. 
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Slika 53: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 3 po srednjem ciklu. 
 
 
 
Slika 54: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 4 po srednjem ciklu. 
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Slika 55: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 5 po srednjem ciklu. 
 
 
 
Slika 56: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 6 po srednjem ciklu. 
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Slika 57: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije po srednjem ciklu. 
 
 
 
Slika 58: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije, ki vsebuje samo 
saharozo, po srednjem ciklu. 
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Slika 59: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po agresivnem ciklu. 
 
 
 
Slika 60: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije po agresivnem ciklu. 
 
 
79 
 
 
Slika 61: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po srednjem ciklu s povišano 
temperaturo sekundarnega sušenja. 
 
 
 
Slika 62: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije po srednjem ciklu s 
povišano temperaturo sekundarnega sušenja. 
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Slika 63: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po srednjem ciklu s povišano 
temperaturo temperiranja. 
 
 
 
Slika 64: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po srednjem ciklu s povišano 
temperaturo temperiranja. 
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Slika 65: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 2 po srednjem ciklu brez faze 
temperiranja. 
 
 
 
Slika 66: Termogram DSC analize liofilizata formulacije 6 po srednjem ciklu brez faze 
temperiranja. 
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Slika 67: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije po srednjem ciklu brez 
faze temperiranja. 
 
 
 
Slika 68: Termogram DSC analize liofilizata placebo formulacije, ki vsebuje samo 
saharozo, po srednjem ciklu brez faze temperiranja. 
